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Mcp-1 Proteina quimiotactica de macrofagos 1
ME Matriz extracelular

MMPs Metaloproteinasas

MMPO Metaloproteinasa 9

MON% Porcentaje de monocitos

MPM Marcador de peso molecular

MyD88 Factor de diferenciacion mieloide 88
NFAT Factor nuclear de células T activadas

Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa

NF«B
de las células B activadas
NIH Instituto nacional de Salud
NNT-1 Neurotrofina 1 Novel
NO Oxido nitrico
NO OP No operados
De sus siglas en inglés “Non-Parenchymal Cells”
NPCs

(“Células no parenquimatosas”)

NPN Neuropoyetina



OCT Medio de corte 6ptimo

OSM Oncostatina M

OSMR Receptor de OSM

P21 Inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina

Pb Pares de bases

PBS Tampon fosfato salino

PCNA Antigeno nuclear de células en proliferacion

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas

PI3K Fosfatidilinositol 3 quinasa

PIAS Proteinas inhibidoras de los STATs activados
PINIT Prolina-Isoleucina-Asparagina-Isoleucina-Treonina
PLT Plaquetas

PPAR Receptor activado por proliferadores del peroxisoma
PTPs Proteinas tirosina fosfatasas

RasGAP Proteina activadora de la GTPasa Ras

RBC Recuento de globulos rojos

Ref-1 Factor redox 1

De sus siglas en inglés "Really Interesting New Gene"
RING
(“Nuevo Gen Realmente Interesante”)

Rpm Revoluciones por minuto

RTK Receptores tirosina quinasa
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sgpl130
s-IL6R
S/T
SCF
SH2

SHAM

SHP-1

SHP-2

STATSs

STAT-3

SMAD

SOCS
SOCS-3
SUMO
TACE
TBP
TBS

TBST

Suero amieloide A

Glicoproteina 130 soluble

Receptor soluble de IL-6

Serina/Treonina

Factor de células madre

Homologia 2 a Scr

Grupos control con operaciones simuladas

Proteina tirosina fosfatasa 1 compuesta de dominios

SH2

Proteina tirosina fosfatasa 2 compuesta de dominios

SH2

Transductores de senal y activadores de la transcripcion
Transductor de senal y activador de la transcripcion 3
De sus siglas en inglés  “small mothers
against decapentaplegic”

Supresores de la senalizacion por citocinas

Supresor de la senalizacion por citocinas 3

Pequenos modificadores parecidos a la ubiquitina
Enzima que convierte TNF

Proteina de union a TATA

Tampon tris salino

TBS Tween 20
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TAdEGF
TGF-a
TGF-31
TGF-BRII
TLRs
TNF-a
TNFR1
uPA
VCAM-1
VEGF
Veh

WBC

De sus siglas en inglés "Tomato-dye-EGFP”
Factor de crecimiento transformante alfa
Factor de crecimiento transformante beta 1
Receptor II del factor de crecimiento transformante beta
Receptores tipo toll

Factor de necrosis tumoral o

Receptor de TNF tipo 1

Activador del plasminogeno tipo uroquinasa
Molécula de adhesion celular vascular 1
Factor de crecimiento endotelio-vascular
Vehiculo

Recuento de globulos blancos
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Resumen

FUENTE CELULAR DE LA INTERLEUCINA (IL)-6 Y
SU RELEVANCIA EN LA REGENERACION HEPATICA

INTRODUCCION

La Interleucina (IL)-6 es una citocina pleiotropica con propiedades pro-
y anti-inflamatorias, inductora de la respuesta de fase aguda, y
moduladora de genes de diferenciacion, supervivencia, apoptosis y
proliferacion celular. Aunque su importancia para la regeneracion
hepatica tras una hepatectomia parcial (HP) esta aceptada, diversos
datos contradictorios han generado controversia sobre su papel.
Adicionalmente, estudios recientes cuestionan el papel de las células de
Kupffer (macrofagos residentes en el higado) como responsables de la
produccion de IL-6 tras una HP, sugiriendo que otras células,

incluyendo los hepatocitos, podrian contribuir a la misma.

HIPOTESIS

La hipotesis general del presente estudio fue que las células de Kupffer

son la principal fuente celular de IL-6 tras la realizacion de una HP en

ratones.

Las hipotesis especificas fueron las siguientes:

- La produccion de IL-6 por células de Kupffer y por hepatocitos es
necesaria para el desarrollo de una regeneracion hepatica normal.

- No existen fuentes celulares extrahepaticas relevantes de IL-6 tras la

realizacion de una HP en ratones.
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OBJETIVOS

1. Optimizar la técnica quirdargica de hepatectomia parcial (HP) en
ratones.

2. Determinar la contribuciéon de cada tipo celular (hepatocitos y
macrofagos) a la produccion de IL-6 y la relevancia de la fuente
celular de IL-6 como factor determinante de sus efectos sobre la
regeneracion hepatica.

3. Determinar la contribucion de fuentes extra-hepaticas a la elevacion

de la IL-6 circulante tras una HP.

MATERIAL Y METODOS

Se realizaron diversos experimentos en ratones machos (8-14 semanas
de edad) C57Bl16/J salvajes y en ratones con deficiencia selectiva del
gen de la IL-6 en células de estirpe mieloide (IL-6 KOwm) 0 en hepatocitos
(IL-6 KOHn) y en sus respectivos ratones controles IL-6 floxeados (CTRL
FL). Los ratones IL-6 KOm e IL-6 KOn fueron generados mediante el
sistema Cre/LoxP, utilizando ratones con expresion de la Cre
recombinasa bajo el control del promotor de la lisozima (IL-6 KOwm) o de
la albumina (IL-6 KOx). En el Objetivo 1, ratones CS57BL6 fueron
sometidos a una HP del 70% tradicional de dos ligaduras (HP-trad) o a
una HP modificada de tres ligaduras (HP-modif). En el Objetivo 2,
utilizamos diversos modelos experimentales in vivo (administracion de
lipopolisacarido (LPS), ratones reporteros con marcaje fluorescente
endoégeno) e in vitro (cultivo de macrofagos y otras células del lavado

peritoneal) para validar el uso de los ratones IL-6 KOm e IL-6 KOH.
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Seguidamente, se utilizo el modelo de HP-modif en los ratones IL-6 KOm
e IL-6 KOn y en sus respectivos controles (CTRL FL), terminando los
experimentos a diversos tiempos tras la cirugia. En el Objetivo 3, se
evaluaron ratones C57BL6 no operados o sometidos a una laparotomia
simple (SHAM), o a una HP del 30% o del 70%. En los modelos
descritos, se evaluaron la concentracion de IL-6 en plasma y/o lavado
peritoneal (ELISA), la expresion del ARNm de IL-6 en higado y otros
organos (RT-PCR en tiempo real con sondas Tagman), la via de
senalizacion de la IL-6 en higado (Western-blots de STAT-3 y pSTAT-3,
ERK1/2 y pERK1/2, AKT y pAKT, y expresion génica de SOCS-3), y
parametros de proliferacion celular (IHQ de BrdU y PCNA, contaje de

figuras mitoticas, Western blot de ciclina D1 e indice hepatico).

RESULTADOS

Comparado con la técnica de HP tradicional, la HP modificada produjo
una reseccion mayor de la masa hepatica que fue mas cercana al valor
ideal del 70%, asi como una mayor reproducibilidad en la cantidad de
tejido hepatico resecado. La HP-modif indujo una mayor elevacion de IL-
6 y tendié a aumentar y acelerar la proliferacion de los hepatocitos, sin
modificar las complicaciones.

En comparacion con el grupo CTRL FL, el grupo de IL-6 KOwm presento
una menor concentracion de IL-6 en el medio de cultivo de macrofagos
peritoneales (p<0.01) y de células del lavado peritoneal (p<0.05) tras la
exposicion a LPS. En comparacion con ratones CTRL FL, la

administracion de LPS en ratones IL-6 KOwm, pero no en ratones IL-6
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KOpH, resultéo en una menor elevacion de IL-6 circulante (2311 pg/mL
vs. 585 pg/mL, p<0.01). Ambas cepas de ratones KO condicionales
presentaron una eliminacion efectiva de secuencias floxeadas por parte
de la Cre recombinasa, evaluada en ratones reporteros.

La deficiencia de IL-6 en células de estirpe mieloide o en hepatocitos no
afecto parametros generales fisiologicos, hematologicos o bioquimicos
en ratones no operados. Tras una HP, los ratones IL-6 KOwm presentaron
una atenuacion de la induccion del ARNm de II-6 en tejido hepatico,
pero ni los ratones IL-6 KOwm ni los IL-6 KOn presentaron alteraciones
en la elevacion de IL-6 circulante. Tras una HP, los ratones IL-6 KOm y
los IL-6 KOmu presentaron solo sutiles alteraciones en la via de
senalizacion de la IL-6 en el higado (aumento de activacion de STAT-3
en las primeras horas tras la cirugia en ambas cepas) o en la
regeneracion hepatica (inicio y terminacion precoz de la fase S de los
hepatocitos en ratones IL-6 KOw).

En ratones C57Bl6/J salvajes, la realizacion de una HP resulté en una
gran elevacion de la concentracion de IL-6 en la cavidad peritoneal que
estuvo asociada a una induccion 55-fold del gen de la 11-6 en el

mesenterio y, en menor medida, en el bazo, intestino y pulmon.

CONCLUSIONES

1. La utilizacion de la técnica de HP modificada es preferible a la técnica
tradicional en los estudios de regeneracion hepatica en ratones, ya
que es mas reproducible y cercana a la reseccion del 70% de masa
hepatica.
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2. Los resultados en los ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en
células de estirpe mieloide o en hepatocitos utilizados en el presente
trabajo:

i. Apoyan la nocion clasica de las células de Kupffer como principal
fuente de IL-6 en el higado tras una HP.

ii. Demuestran la existencia de fuentes celulares de IL-6, distintas
de las células de estirpe mieloide y de los hepatocitos, que
pueden ser las principales responsables del aumento de IL-6 en
la circulacion sanguinea tras una HP.

iii. Sugieren que la IL-6 producida por células de estirpe mieloide o
hepatocitos solo tiene sutiles efectos moduladores negativos
sobre la senalizacion precoz de IL-6 en higado y sobre la
regeneracion hepatica.

3. Revelan que la produccion de IL-6 tras una HP no es un fenémeno
limitado al higado, sino que ocurre a nivel sistémico. En particular,
la produccion de IL-6 por el mesenterio y su liberacion a la cavidad
peritoneal podria ser el principal determinante de la elevacion de la

IL-6 en la circulacion sanguinea tras una HP.
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INTRODUCTION

Interleukin (IL)-6 is a pleiotropic cytokine with pro- and anti-
inflammatory properties, inducer of the acute phase response, and
modulator of genes related to differentiation, survival, apoptosis, and
cellular proliferation. Even though its importance for liver regeneration
after a partial hepatectomy (PH) is well accepted, diverse contradictory
data have generated controversy regarding its real role. In addition,
recent studies have questioned the role of Kupffer cells (liver tissue
macrophages) as main players responsible for the production of IL-6
after a PH, suggesting that other cells, including hepatocytes, may also

contribute.

HYPOTHESIS

The general hypothesis of the present study was that Kupffer cells are

the main cellular source of IL-6 after a PH in mice.

The specific hypotheses were the following:

- The production of IL-6 by Kupffer cells and hepatocytes is required for
the normal development of liver regeneration.

- There are no relevant extrahepatic sources of IL-6 in mice after a PH.

AIMS

1. To optimize the surgical technique of partial hepatectomy (PH) in
mice.

2. To determine the contribution of each cell type (hepatocytes and

macrophages) for the production of IL-6, and the relevance of the
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cellular source of IL-6 as a factor determining its effects on liver
regeneration.
3. To determine the contribution of extra-hepatic sources to the

elevation of circulating IL-6 after a PH.

MATERIAL AND METHODS

We performed diverse experiments in wild-type male C57Bl6/J mice (8-
14 wk-o0) and in mice with selective deficiency of the IL-6 gene in
myeloid cells (IL-6 KOwm) or in hepatocytes (IL-6 KOwn) and in their
respective IL-6 floxed control mice (CTRL FL). The IL-6 KOm and IL-6
KOx mice were generated by the Cre/LoxP system, using mice with the
expression of Cre recombinase under the control of the lysozyme (IL-6
KOwm) or the albumin (IL-6 KOn) promoters. In Aim 1, C57B16/J mice
received a tradicional 70% PH using two ligatures (Trad-HP) or a
modified PH using three ligatures (Modif-PH). In Aim 2, we used diverse
experimental models in vivo (lipopolysaccharide (LPS) administration,
reporter mice with endogenous fluorescent markers) as well as in vitro
(macrophage and peritoneal lavage cell cultures) to validate the use of
the IL-6 KOy and IL-6 KOy mice. Next, we used the Modif-PH model in
IL-6 KOm and IL-6 KOx mice and their corresponding controls (CTRL
FL), finishing the experiments at diverse times after the surgery. In Aim
3, we evaluated non-operated C57Bl6/J mice and mice receiving a
simple laparotomy (SHAM), a 30% PH or a 70% PH. In the previous
models, we evaluated the IL-6 concentration in plasma and/or

peritoneal lavage fluid (ELISA), the [16 mRNA expression in the liver and
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other organs (real time RT-PCT with Tagman probes), the IL-6 signaling
pathway in the liver (Western-blots of pSTAT-3/STAT-3,
pPERK1/2/ERK1/2, pAKT/AKT, and the Socs3 gene expression), and
cellular proliferation parameters (BrdU and PCNA
immunohistochemistry, mitotic figures count, Western-blot of Cyclin

D1, and the hepatic index).

RESULTS

Compared with the Trad-PH technique, the Modif-PH technique resulted
in a larger resection of liver mass that was closer to the 70% value, as
well as a better reproducibility regarding the amount of the liver tissue
resected. The Modif-PH induced a larger elevation of IL-6 and tended to
increase and accelerate hepatocyte proliferation without increasing the
rate of complications.

Compared with the CTRL FL group, the IL-6 KOwm group showed
decreased IL-6 concentration in the culture media of peritoneal
macrophages (p<0.01) and of the mixed cells from the peritoneal lavage
(p<0.05) after exposition to LPS. Compared with CTRL FL mice, LPS
administration in IL-6 KOm mice, but not in IL-6 KOx mice, resulted in
an attenuated elevation of circulating IL-6 (2311 pg/mL vs. 585 pg/mL,
p<0.01). Both strains of conditional KO mice showed an efective
deletion of floxed sequences in target cells, as assessed in reporter mice.
IL-6 deficiency in myeloid cells or in hepatocytes did not affect general
physiological, hematological or biochemical parameters in non -

operated mice. After a PH, IL-6 KOm mice showed an attenated
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induction of the I1I-6 mRNA in the liver, but neither IL-6 KOm mice nor
IL-6 KOm mice showed alterations in the elevation of IL-6 in the
circulation. After a PH, the IL-6 KOm and the IL-6 KOnx mice showed
only slight alterations in IL-6 signaling pathways in the liver (increased
activation of STAT-3 in the first hours after the surgery) or in liver
regeneration (early start and termination of S phase of hepatocytes in
IL-6 KOMm mice).

In C57Bl6/J wild-type mice, performance of a PH resulted in large
elevations of IL-6 in the peritoneal cavity that was associated with a 55-
fold induction of I1-6 mRNA in the mesentery and, to a considerable

lesser extent, in the spleen, intestine and lung.

CONCLUSIONS

1. The modified PH technique is preferable to the traditional PH
technique in studies of liver regeneration in mice, given that it is
more reproducible and closer to the resection of 70% of liver mass.

2. The results in mice with selective deficiency of IL-6 in myeloid cells or
in hepatocytes used in the present study:

i. Support the traditional notion of Kupffer cells as the major source
of IL-6 in the remnant liver after a PH.

ii. Demonstrate the existence of cellular sources of IL-6, different
than myeloid cells (including Kupffer cells) and hepatocytes, that
appear to be the main players responsible for the elevation of

IL-6 in the systemic circulation after a PH.
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iii. Suggest that IL-6 produced by myeloid cells or hepatocytes has
only slight negative modulatory effects on early IL-6 signaling in
the liver and on liver regeneration.

3. Reveal that the production of IL-6 after a PH is not a phenomenon
restricted to the liver, but is systemic in nature. In particular, the
production of IL-6 by the mesentery and its release to the peritoneal
cavity could be the main determinant of the elevation of IL-6 in the

systemic circulation after a PH.
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Introduccion

1.- REGENERACION HEPATICA

1.1.- EL HIGADO

El higado es uno de los organos mas grandes en mamiferos
(aproximadamente el 4% de su peso corporal) y cumple importantes
funciones homeostaticas y metabdlicas. Asi, el higado es responsable
del metabolismo, sintesis, almacenamiento y redistribucion de
nutrientes, carbohidratos, grasas y vitaminas. Actia ademas como
primer filtro natural para microorganismos y moléculas parcialmente
toxicas (xenobidticos) que llegan al higado en la sangre procedente del
intestino. Esta funcion de detoxificacion del higado se realiza a través
de conversion metabolica y excrecion biliar.

Distintos tipos celulares presentes en el higado participan en las
funciones necesarias para mantener la homeostasis del organismo. El
tipo celular principal del parénquima hepatico es el hepatocito, que
constituye el 80% de las células hepaticas y desempena la mayoria de
las funciones descritas. El otro 20% esta compuesto por células no
parenquimatosas (NPCs, del inglés “Non-Parenchymal Cells”), que
incluyen las células de Kupffer o macrofagos tisulares hepaticos, las
células endoteliales sinusoidales hepaticas, las células epiteliales
biliares, las células estrelladas o de Ito, y una poblacion diversa de
linfocitos y células NK y NKT (Michalopoulos, DeFrances 1997;

Michalopoulos 2007; Taub 2004; Bohm , 2010).
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El parénquima hepatico esta dividido en pequenas unidades

funcionales llamadas lobulillos hepaticos, que son estructuras

hexagonales formadas por laminas de hepatocitos dispuestas en torno a
una vena hepatica central localizada en el centro del lobulillo. En los

angulos de los lobulillos hepaticos se localizan los espacios porta o

triadas, que contienen una rama de la arteria hepatica, una rama de
la vena porta y un conductillo biliar. Entre los espacios porta y la vena
central, se disponen laminas de hepatocitos que presentan hacia uno de

sus lados unos capilares denominados sinusoides hepaticos y hacia el

otro de sus lados, un canaliculo biliar (Figura 1). La sangre fluye desde
los espacios porta hasta la vena central. Dentro del lobulillo hepatico, la
sangre de la arteria hepatica y de la vena porta confluye en los
sinusoides hepaticos, los cuales desembocan en la vena hepatica
central. La bilis es producida por los hepatocitos y se vierte a los
canaliculos biliares en direccion opuesta a la sangre hacia los
conductillos biliares de los espacios porta (Fausto N, Campbell JS,
2003).

Los hepatocitos localizados en la periferia del lobulillo hepatico se
denominan periportales mientras que los que se localizan en el centro
del lobulillo se denominan pericentrales, perivenulares o centrolobulares.
La posicion de los hepatocitos en el lobulillo hepatico determina su
contenido enzimatico y su funcion. Las funciones de catabolismo,
ureagénesis, gluconeogénesis, produccion de bilis, excrecion de
bilirrubina y proteccion frente a estrés oxidativo son llevadas a cabo

principalmente por los hepatocitos periportales. Por el contrario, los
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hepatocitos pericentrales tienen un papel mas relevante en la glucélisis,

la liponeogénesis, la ureagénesis y la biotransformacion (Jungermann

K, Katz N, 1982; Fausto N, Campbell JS, 2003).

B. Sinusoides
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biliar f

Vena
central
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Figura 1: Estructura de los lobulillos hepaticos. A. Tres lobulillos hepaticos son mostrados
con espacios porta en los angulos y una vena central en el centro. B. Estructura histolégica de

un lobulillo hepatico con laminas de hepatocitos que se extienden desde la periferia hasta la
vena central. C. Hepatocitos denominados periportales o pericentrales dependiendo de la

distancia a los espacios porta. Imagen modificada de Fausto et al, 2003.

El espacio de Disse separa los hepatocitos de las células

endoteliales sinusoidales hepdticas. Estas células constituyen un tipo
particular de células endoteliales caracterizado por la presencia de un

citoplasma fenestrado que favorece el intercambio metabdlico y de gases

entre la sangre y los hepatocitos. En este espacio también se

encuentran las células estrelladas o de Ito, cuyas funciones principales
son almacenar vitamina A, la regulacion del tono sinusoidal, y la
produccion de matriz extracelular y fibrosis. Finalmente, las células de
Kupffer son macrofagos residentes del higado que se localizan en la luz
de los sinusoides. Las células de Kupffer emiten prolongaciones hacia el

espacio de Disse y juegan un papel en la defensa inmune (fagocitosis de
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particulas extranas, produccion de citocinas) y en la proliferacion
celular (Suetmasu M, Aiso S, 2001; Fausto N, Campbell JS, 2003;

Taub 2004) (Figura 2).

Célula endotelial fenestrada
de los sinusoides hepaticos

Hepatocito ——_|

I
Célula

estrellada

Célula de Kupffer

Figura 2: Células hepaticas. El espacio de Disse es un estrecho compartimento
perisinusoidal que se encuentra entre la pared de los sinusoides y las laminas de
hepatocitos. Contiene plasma, tejido conectivo y células estrelladas hepaticas que emiten
prolongaciones hacia las células endoteliales para controlar el flujo sanguineo sinusoidal. Las
células de Kupffer se encuentran adheridas a las células endotelialesy emiten sus
prolongaciones hacia el espacio de Disse. Imagen modificada de Friedman 2004.

1.2.- PERSPECTIVAS HISTORICAS DE LA REGENERACION

HEPATICA

La regeneracion hepatica es uno de los fenémenos fisiologicos que
mas interés ha causado en cientificos y médicos en el ultimo siglo.
Desde el punto de vista evolutivo, se piensa que la regeneracion
hepatica se desarrollo para proteger a los animales salvajes de la
pérdida de tejido hepatico causado por la ingesta de comida
contaminada con toxinas. La primera referencia que se tiene de este
proceso data del ano 750-700 A.C. donde ya los griegos describen la
regeneracion hepatica en el mito de Prometeo. Segun este mito, tras

robar el secreto del fuego a los dioses y entregarselo a los humanos.
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Prometeo fue condenado por Zeus a permanecer encadenado a una roca
en el Caucaso, donde seria torturado por un aguila que se alimentaria
cada dia de su higado. La regeneracion de este organo durante la noche
convertia el castigo a Prometeo en un tormento interminable (Figura 3)

(Steer 1995; Taub 2004; Tiniakos et al, 2010).

Figura 3: Oleo en lienzo de Peter Paul Rubens: “Prometeo encadenado” pintado en 1611-1612.

Tras el mito griego de Prometeo, hasta el ano 1879 no se realizo6 la
primera descripcion cientifica de la regeneracion hepatica (Tiniakos et
al, 2010). En los ultimos 50 anos, ha existido un gran interés en
conocer los mecanismos basicos de la regeneracion hepatica, la
respuesta génica en el higado e identificar posibles aplicaciones clinicas
(Riehle et al, 2011; Jia 2011). Un mejor conocimiento en estas areas
presumiblemente proporcionaria nuevas aproximaciones para el
tratamiento de las enfermedades hepaticas. Sin embargo, los
mecanismos celulares y moleculares implicados en la regeneracion

hepatica no has sido totalmente identificados.
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En enfermedades cronicas del higado como la hepatitis por VHC o
la cirrosis hepatica, la capacidad regenerativa del higado es insuficiente
y resulta, en el peor de los casos, en un fallo hepatico. Aunque gran
parte de la poblaciéon es afectada por estas enfermedades, las opciones
terapéuticas son todavia insatisfactorias (Béhm et al, 2010; Jia 2011).
El desarrollo de terapias especificas que aumenten la capacidad
regenerativa del higado podria conseguir mejorar la salud del ser
humano. En los ultimos 20 anos, se han desarrollado estudios en
humanos con la intencion de aumentar la regeneracion hepatica. Estos
estudios, basados en el trasplante de hepatocitos adultos o fetales en
pacientes con fallo hepatico agudo, han encontrado mejoras en el grado
de encefalopatia hepatica, pero no se ha registrado un gran beneficio
clinico global (Riehle et al, 2011). En los proximos anos, por tanto, es
posible que el conocimiento de los mecanismos implicados en la
regeneracion hepatica y la identificacion de los factores que orquestan
este proceso sean de gran utilidad para el tratamiento de estas

enfermedades hepaticas.

1.3.- GENERALIDADES DE LA REGENERACION HEPATICA

El higado tiene una gran capacidad de regeneracion que se ha
mantenido evolutivamente en todos los organismos vertebrados, desde
el pez Zebra hasta el ser humano. La rapida restauracion del volumen y
de la funcion hepatica tras un dano hepatocelular o tras una pérdida de
masa hepatica (p.ej. tras una hepatectomia parcial) constituye una

estrategia de defensa del organismo para mantener las funciones
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homeostaticas del higado durante el proceso regenerativo
(Michalopoulus 2007; Riehle et al, 2011).

La capacidad de regeneracion en vertebrados adultos es una
propiedad casi exclusiva del higado. A diferencia de otros 6rganos que
restauran su masa tras un dano por mecanismos de hipertrofia celular
sin aumentar el numero de células, la regeneracion hepatica se produce
por aumento del numero celular. En términos biologicos, la
regeneracion que ocurre tras la pérdida de un miembro en anfibios o en
la piel, musculo y dedos consiste en la regeneracion completa del tejido
danado o eliminado. El tejido perdido se regenera a partir del blastema
formado por la desdiferenciacion de células adultas en células
precursoras tejido-especificas. En la regeneracion hepatica, sin
embargo, las partes del higado que son eliminadas o danadas no
vuelven a crecer. En este caso, la recuperacion de la masa hepatica se

debe a un fenomeno de hiperplasia compensadora, y no a una

regeneracion del tejido perdido como ocurre en vertebrados inferiores.
Gracias a este fenomeno, el higado remanente crece para compensar la
pérdida de tejido y es capaz de reestablecer la masa hepatica inicial en

pocos dias (Figura 4) (Steer 1995; Fausto et al, 2006).

Figura 4: Hiperplasia compensadora de los 16bulos remanentes de un higado de ratén tras
una hepatectomia parcial (HP). A. El higado remanente tras una HP esta constituido por el
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lébulo anterior (AR) y posterior (PR) del 16bulo derecho y el l6bulo caudado (C). B. Después de
10 dias tras una HP, el higado remanente da lugar a hiperplasia. Imagen obtenida de Boyce S,
Harrison D, 2008.

A diferencia de otros tejidos como la piel o el intestino, la
regeneracion hepatica no depende de la proliferacion y diferenciacion de
células madre pluripotenciales (conocidas como células ovales en el
higado). Las células ovales son células progenitoras capaces de
diferenciarse a hepatocitos y a colangiocitos (células del epitelio biliar), y
se activan cuando el dano hepatico es severo, como ocurre en
determinadas hepatopatias cronicas, o cuando la proliferacion de
hepatocitos esta abolida o es insuficiente (Lazaro et al, 1998; Fausto N,
Campbell JS, 2003; Michalopoulos 2011; Riehle et al, 2011).

Tras la identificacion de las células ovales, diversos estudios
sugirieron que las células madre de médula 6sea también eran capaces
de diferenciarse a hepatocitos. Hasta ahora, no se ha demostrado que
este fenomeno ocurra in vivo, y continua la controversia con respecto a
que estas células solo se diferencian a hepatocitos en condiciones muy
concretas (Petersen et al, 1999; Taub 2004; Riehle et al, 2011). Estudios
recientes han indicado que este fenémeno podria ser debido a la fusion
celular entre células procedentes de la médula 6sea y hepatocitos mas
que a una verdadera transdiferenciacion de las mismas. La mayoria de
estudios coinciden en que la contribucion de la médula 6sea a la
regeneracion hepatica normal es insignificante (Vassilopoulos et al,

2003; Fausto N, Campbell JS, 2003, Taub 2004, Riehle et al, 2011).
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La regeneracion hepatica se debe a la proliferacion de todas las

poblaciones celulares maduras presentes en el higado (hepatocitos y el

resto de NPCs) y no a la proliferacion de células madre pluripotenciales.
En condiciones basales los hepatocitos permanecen en estado
quiescente o fase Go del ciclo celular, pero mantienen la capacidad de
reiniciar el ciclo celular en respuesta a la pérdida de tejido
(hepatectomia parcial, HP) o lesion (Michalopoulos GK, DeFrances MC,
1997; Fausto 2000).

Se han descrito dos modelos de regeneracion hepatica que
dependen de la proporcion de tejido perdido y de la capacidad de
proliferar de los distintos compartimentos celulares. Estas dos
estrategias regenerativas se han desarrollado evolutivamente para
mantener el tamano del higado en respuesta a diferentes tipos de dano
hepatico (Figura 5) (Riehle et al, 2011; Michalopoulos 2013):

> En respuesta a una_reseccion parcial (HP) o a un dano

hepatico agudo moderado, el tejido hepatico perdido es

reemplazado por la proliferacion de las células maduras del
higado, principalmente hepatocitos. La técnica mas
utilizada para estudiar los mecanismos celulares y
moleculares implicados en este fenomeno es la HP de 2/3
en roedores, que consiste en la eliminacion quirurgica del
70% de la masa hepatica (Nevzorova et al, 2015).

» En respuesta a un fallo hepatico fulminante o a un dano

hepatico crénico avanzado, el tejido hepatico es

reemplazado gracias a la activacion de las células ovales.
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Estas rutas de diferenciacion restauran la masa hepatica
en determinadas enfermedades hepaticas cronicas o

fulminantes.

A. REGENERACION HEPATICA TRAS UNA HEPATECTOMIA PARCIAL DE 2/3

Hepatocitos maduros

1) Lébulo mediano 4
2) Lébulo izquierdo
3) Lobulo caudado
4y 5) Lébulo derecho

B. REGENERACION HEPATICA CON SUPRESION DE LA PROLIFERACION DE HEPATOCITOS

i @%@@O@O

1) Lébulo mediano .
2) Lébulo izquierdo

3) Lébulo caudado

4y 5) Lébulo derecho 5

Figura 5. Diagrama de dos modelos de regeneracion hepatica. A. En la regeneracion
hepatica tras una hepatectomia parcial (HP) de 2/3 en roedores, la eliminacion de los dos
lébulos de mayor tamano desencadena el crecimiento de los 16bulos hepaticos remanentes por
proliferacién de las células maduras del higado mediante un mecanismo de hiperplasia
compensatoria. El grado de hiperplasia es altamente regulado por las necesidades metabdlicas,
de forma que este proceso finaliza cuando el tamafo del higado es proporcional al peso corporal.
B. En la regeneracion hepatica en respuesta a un fallo hepatico fulminante o un dafio hepatico
crénico avanzado, la proliferacion de los hepatocitos esta impedida y son las células ovales las
encargadas de restaurar la masa hepatica.

Tras la HP se activan una serie de cascadas de senalizacion en el
higado, y aproximadamente el 95% de los hepatocitos entran
rapidamente en el ciclo celular (Stécker E, Heine WD, 1971;
Michalopoulos GK, DeFrances MC, 1997; Taub 2004).

La proliferacion celular en el higado se sucede en un orden

cronologico vy secuencial; primero se dividen los hepatocitos vy,

posteriormente, ocurre la replicacion de las NPCs (Figura 6). En el
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higado de rata, la sintesis de acido desoxirribonucleico (ADN) en
hepatocitos comienza a aumentar a las 12 horas y alcanza su pico a las
24 horas tras una HP. Esta proliferacion de los hepatocitos ocurre de
forma bien sincronizada desde las areas periportales a las areas
pericentrales del lobulillo (Rabes et al, 1976; Michalopoulos GK,
DeFrances MC, 1997; Taub 2004; Michalopoulos 2007). Maultiples
parametros como la luz ambiental, la alimentacion, la edad, la especie y
otros, afectan a la duracion del intervalo entre la HP y la sintesis de
ADN en hepatocitos. A modo de ejemplo, el pico de sintesis de ADN en
raton ocurre entre las 36 y 48 horas tras la cirugia, mientras que en
rata se produce mas precozmente a las 24 horas de la misma
(Michalopoulos GK, DeFrances MC, 1997; Taub 2004).

La proliferacion de las células epiteliales biliares y de las células
de Kupffer ocurre a las 48 horas, y la proliferacion de células
estrelladas y sinusoidales a los 2-4 dias tras la HP, aumentando el
tamano de los lobulos hepaticos remanentes (Figura 6) (Michalopoulos
GK, DeFrances MC, 1997; Taub 2004; Michalopoulos 2007). La
conexion entre los hepatocitos y el endotelio sinusoidal es necesaria
para restaurar la estructura del higado. Las células estrelladas se
encargan de producir la matriz extracelular que restaura las conexiones
entre el lecho vascular hepatico y los cordones de hepatocitos.
Finalmente, la restauracion de la masa hepatica se completa a los 5-7
dias tras la cirugia en ratones y es un factor clave para que los

hepatocitos puedan volver a alcanzar la fase Go del ciclo celular (Steer
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1995; Michalopoulos GK, DeFrances MC, 1997; Taub 2004,

Michalopoulos 2007).

Hepatocitos

Célulasendoteliales

Células en division (%)

J 1 T T 1 I T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo post PH (dias)

Figura 6. Representacion de la cinética de la sintesis de ADN de los distintos tipos
celulares presentes en el higado de rata. Cada tipo celular sintetiza ADN a distintos tiempos
tras una HP. El pico de proliferacion de los hepatocitos es a las 24 horas y el resto de células
proliferan mas tarde. Los hepatocitos en regeneracion producen factores de crecimiento que
pueden funcionar como mitégenos para el resto de células del higado mediante un mecanismo
paracrino. ADN: Acido desoxirribonucleico, Imagen modificada de Michalopoulos GK, DeFrances
MC, 1997.

La capacidad regenerativa del higado es casi ilimitada. En un
modelo de tirosinemia tipo I en el raton, una enfermedad recesiva
hepatica causada por la deficiencia de la fumaril acetoacetato hidrolasa,
el trasplante de hepatocitos corrigio el déficit metabodlico. Cuando se
aislaron los hepatocitos trasplantados, estos revirtieron el déficit
enzimatico en una segunda generacion de ratones con tirosinemia tipo I
e incluso se consiguid con estos hepatocitos rescatar a diez
generaciones de ratones con esta enfermedad. Ademas, se ha estimado
que un unico hepatocito de rata tiene una gran capacidad clonogénica y
es capaz de generar hasta 50 higados de rata (Rhim et al, 1994; Grompe

et al, 1998).
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Estudios con resecciones hepaticas en animales superiores
(perros y primates) y humanos han establecido que en la regeneracion
hepatica existe una regulacion estricta entre el volumen hepatico y la
superficie corporal, expresado como el indice hepatico (relacion peso del
higado/peso corporal x 100). Asi, en experimentos con trasplante de
higados de perros grandes a perros pequenos, el tamano del higado
trasplantado disminuyo6 hasta ser proporcional al nuevo peso corporal
(Starzl et al, 1993; Francavilla et al, 1998). Estos estudios demuestran
que la masa hepatica es finamente regulada y que sefiales procedentes
del organismo tienen efectos sobre el higado hasta conseguir que éste
alcance el tamano adecuado.

El higado es ademas uno de los 6rganos con mayor capacidad de
mantener su integridad y responder a alteraciones del medio interno.
Los hepatocitos son capaces de mantener sus funciones homeostaticas:
sintesis de proteinas, factores de coagulacion, detoxificacion de
xenobiodticos, secrecion de bilis y otras, mientras se estan replicando.
Resulta fascinante que puedan realizar estas funciones esenciales
cuando, tras la HP de 2/3, solo queda el 33% del organo y el 90% de las
células del higado remanente estan dividiéndose (Michalopoulos GK,
DeFrances MC, 1997).

El estudio de la regeneracion hepatica ha demostrado que es un
fenomeno complejo y bien orquestado, que permite al higado restaurar
cualquier pérdida de masa y ajustar su tamano al del organismo,
mientras que al mismo tiempo proporciona soporte completo para

conseguir la homeostasis corporal. Estas propiedades han despertado
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un gran interés en Biologia Evolutiva en las ultimas décadas y hacen

que su comprension sea util para su posible uso con fines terapéuticos.

1.4.- FASES DE LA REGENERACION HEPATICA

Una de las consecuencias inmediatas que se producen en la
regeneracion hepatica tras una HP son los cambios hemodinamicos.
Mientras que la cantidad de sangre arterial que va a los lobulos
remanentes es esencialmente la misma, la cantidad de sangre de la
vena porta que va a cada lobulo se triplica. La razon de este aumento es
debido a que la HP de 2/3 reduce el higado a un tercio de su tamano
original, pero continua recibiendo el mismo flujo portal. Por este motivo,
el flujo sanguineo portal por hepatocito se triplica tras la HP
(Michalopulos 2007; Michalopulos 2010; Debbaut et al, 2012;
Michalopoulos 2013). Aunque todavia no esta claramente definido el
modo en que el hiperaflujo portal influye en la regeneracion hepatica, el
aumento de la disponibilidad de factores circulantes parece jugar un
papel importante en su inicio.

En 1967, Moolten y Bucher describieron que cuando se unia el
sistema circulatorio de dos ratas, la HP de un miembro del par causaba
la regeneracion del higado intacto del otro miembro. Este experimento
mostro que existen factores de crecimiento en el plasma de ratas
hepatectomizadas que tienen efectos mitogénicos sobre los hepatocitos
de ratas normales. Desde entonces se han identificado multiples

citocinas, factores de crecimiento, hormonas y metabolitos que influyen
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en el ciclo celular de los hepatocitos (Michalopoulos GK, DeFrances MC,
1997; Taub 2004; B6hm et al, 2010).

Es dificil probar que uno de estos factores sea imprescindible
para la regeneracion hepatica, ya que ésta requiere la activacion de
multiples rutas que no actuan de forma independiente. Estas rutas
operan de forma simultanea y/o secuencial, pueden ocurrir en distintos
tipos celulares, y estan presentes en las distintas etapas de la
regeneracion.

Las rutas que operan en la regeneracion hepatica se han

clasificado en tres tipos: citocinas, factores de crecimiento y redes

metabdlicas que son requeridas para que este proceso ocurra de forma
eficiente (Figura 7). Existe una gran redundancia entre los componentes
intracelulares de cada red, de forma que la eliminacion de un gen
individual rara vez supone una inhibicion completa de la regeneracion
hepatica (Fausto et al, 2006; Michalopoulos 2013). El desarrollo de
ratones genéticamente modificados que sobreexpresan o tienen pérdida
funcional de factores de crecimiento, citocinas o sus receptores ha
resultado de gran ayuda para elucidar los eventos que tienen lugar en

la regeneracion hepatica (Béhm et al, 2010).
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Figura 7. Citocinas, factores de crecimiento y redes metabélicas en la regeneracion
hepatica. Las citocinas aumentan rapidamente en el plasma tras una HP. Una vez que las
células entran en la fase G1, los factores de crecimiento y metabolitos son esenciales para el
desarrollo normal de la regeneracion hepatica. HP: Hepatectomia parcial Imagen obtenida de
Fausto et al, 2006.

Fausto y cols. han propuesto dividir las rutas que comprenden los
mecanismos moleculares y celulares de la regeneracion hepatica en tres
fases (Fausto et al, 2006, Fausto N, Campbell JS, 2009):

» Fase inicial de “preparacion” o “cebado”: paso de los

hepatocitos quiescentes de la fase Go a la fase G del ciclo
celular, motivado por el efecto de determinadas citocinas.

» Fase de progresion: corresponde a la transicion desde la

fase G: hasta completar la mitosis (citocinesis). La
progresion a través del ciclo celular requiere factores de
crecimiento que permiten superar el punto de restriccion de

la fase Gi.

» Fase de terminacion: remodelacion tisular y retorno a la

fase Go.
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1.4.1.- Fase inicial de “preparacion o cebado”

Se ha descrito la activacion de mas de 100 genes de respuesta
precoz inmediata durante la transicion de los hepatocitos de la fase Go a
la fase Gi del ciclo celular tras una HP (Haber et al, 1993; Su et al,
2002). La funcion de algunos de estos genes se relaciona con el ciclo
celular mientras que el papel de otros no esta claro (Taub 2004,
Michalopoulos 2013). Entre estos genes se encuentran proto-oncogenes
implicados en el crecimiento del cancer como c-fos, c-myc y c-jun,
responsables del inicio del ciclo celular. Estos cambios en la expresion
génica liberan a los hepatocitos de la inhibicion del crecimiento y les
sirven para realizar ajustes especificos para llevar a cabo sus funciones
esenciales mientras progresan en el ciclo celular (Steer 1995; Taub
2004; Michalopoulos 2007, Fausto N, Campbell JS, 2009).

En ratones, la fase de “preparacion o cebado” tiene lugar
principalmente en las primeras 4 horas tras una HP. La cronologia de
los principales eventos que ocurren en esta fase inicial de la
regeneracion hepatica se resume en la Tabla 1. Uno de los cambios
bioquimicos mas tempranos es la activacion de la uroquinasa o
activador del plasminogeno tipo uroquinasa (uPA) que activa
plasminogeno a plasmina. Esta activacion desencadena una cascada
proteolitica que sigue a la degradacion de componentes especificos de la
matriz extracelular (Kim et al, 1997). La matriz extracelular hepatica
contiene el factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF) en su forma

inactiva. La actividad uroquinasa es crucial para desencadenar la
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degradacion de la matriz extracelular y la liberacion y activacion de

HGF, un potente mitégeno para los hepatocitos (Mars et al, 1995).

TIEMPO TRAS

LA HP

5-15 min

30 min

1h

1-3h

PRINCIPALES EVENTOS EN LA FASE INICIAL DE LA

REGENERACION

Migracién de p-catenina (Monga et al, 2001) y Notch
(Kohler et al, 2004) al nucleo de los hepatocitos.
Incrementa la actividad de wurokinasa (uPA)(Mars et

al,1995).

Activacion de MMP9 (Kim et al, 2000) y NFkB (Yamada Y,

Fausto N,1998).

Activacion de STAT3 (Cressman et al,1995) y de los receptores

HGF (Stolz et al,1999) y EGF (Olsen et al,1985).

>

Incremento de los niveles circulantes en plasma de HGF
(Pediaditakis et al,2001), IL-6 (Cressman et al,1996), TNF
(Yamada Y, Fausto N,1998), TGFp (Lamarre et al,1991),
norepinefrina (Cruise et al,1985), acidos biliares (Huang et
al, 2006), serotonina (Lesurtel et al,2006) y acido
hialurénico (Michalopoulos GK, DeFrances MC,1997).

Liberaciéon de HGF de la matriz extracelular (Mars et al,

1995).

uPA: Activador del plasminégeno tipo uroquinasa. MMP9: Metaloproteinasa 9. NFxB: factor

nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas. STAT-3:

transductor de senal y activador de la transcripcion 3. HGF: Factor de crecimiento de

hepatocitos. EGF: Factor de crecimiento epidérmico. IL-6: Interleucina-6. TNF: Factor de

necrosis tumoral. TGFB1: Factor de crecimiento transformante beta 1.

Tabla 1. Cronologia de los principales eventos que ocurren en las etapas iniciales de la
regeneracion hepatica tras una HP . Tabla adaptada de Michapoloulos 2007.
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Otros eventos de senalizacion que ocurren rapidamente tras una
HP es la migracion de B-catenina y Notch al nucleo de los hepatocitos
(Tabla 1). La participacion de B-catenina y Notch en la regeneracion
hepatica se apoya en estudios que han utilizado animales Knock-out
(KO) y otras técnicas de manipulacion genética asi como la inhibicion de
la expresion de estas proteinas (Monga et al, 2001; Koéhler et al, 2004;
Tan et al, 2006; Michalopoulos 2013). La regeneracion hepatica también
se ha relacionado con ligandos presentes en la circulacion
enterohepatica como son los acidos |Dbiliares, xenobiéticos,
lipopolisacarido (LPS) y componentes de la matriz extracelular (acido
hialuronico) (Tabla 1) (Cornell 1985; Cornell et al, 1990; Kim et al,
1997; Michalopoulos GK, DeFrances MC, 1997; Huang et al, 2006).

Factores de transcripcion especificos son también activados
rapidamente tras una HP, como por ejemplo el factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
(NFkB), el transductor de senal y activador de la transcripcion 3 (STAT-
3) y la proteina activadora 1 (AP-1) (Tabla 1). Estos factores son
necesarios para la sintesis de “novo” de las proteinas reguladoras de la
transicion Go-Gi1 y Gi1/S, resultando en la sintesis de ADN de los
hepatocitos (Taub 2004; Fausto N, Campbell JS, 2009).

La activacion de estos factores de transcripcion inmediatamente
después de una HP sugirio la idea de que las citocinas podrian regular
la respuesta regenerativa (Taub 1999, Fausto 2000), ya que los niveles
circulantes del factor de necrosis tumoral a (TNFa) y de la interleucina-

6 (IL-6) aumentan rapidamente tras una HP (Tabla 1). Estas dos
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citocinas junto con el oxido nitrico (NO) (Tabla 2) inician la fase de
preparacion o cebado de los hepatocitos (transicion Go-Gi en el ciclo
celular) induciendo la expresion de genes de respuesta precoz inmediata
en los hepatocitos. Ademas de la regeneracion hepatica, estos genes
promueven en el higado la respuesta de fase aguda y la proteccion
frente al dano mediado por toxicos hepaticos (Taub et al, 1999; Fausto
et al, 2006; Fausto et al, 2012; Michalopoulos 2013). Como
consecuencia de la induccion orquestada por estas citocinas, los
hepatocitos se vuelven mas sensibles a factores de crecimiento y, por
tanto, mas competentes para la replicacion (Diehl AM, Rai RM, 1996;

Fausto et al, 2006; Jia 2011).

FACTORES QUE AFECTAN EN EL INICIO DE LA REGENERACION HEPATICA

FACTORES DIANA REFERENCIAS

TNF-a — Aumenta STAT-3 'y NF«kB | Libermann TA, Baltimore
TNF-a —> Activacion de genes — Aumenta la | D, 1990
susceptibilidad de los hepatocitos a factores de | Diehl AM, Rai RM, 1996

crecimiento. Yamada et al, 1998

IL-6 — Aumenta STAT-3 y ERK

Cressman et al, 1996
— Activacion de genes —

Diehl AM, Rai RM, 1996

IL-6 Mitosis— Aumenta la susceptibilidad de los

Li et al, 2002
hepatocitos a HGF.

Haga et al, 2003
IL-6 — Supervivencia de los hepatocitos

— Inhibicién de caspasas.

NO— Proteccion frente a apoptosis
Zeini et al, 2005
NO — Descenso de la actividad apoptoética de

TNF-a a través de caspasa-3
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TNF-o: Factor de necrosis tumoral a. STAT-3: transductor de sefnal y activador de la
transcripcién 3. NFkB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas. IL-6: Interleucina-6. ERK: kinasas reguladas por senales

extracelulares. HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos. NO: Oxido nitrico.

Tabla 2. Principales factores en la fase inicial de la regeneracion hepatica.

La red de citocinas se inicia cuando TNFa se une al receptor de
TNF tipo 1 (TNFR1) en las células de Kupffer. Esta union desencadena
la activacion de NFxB, la produccion de IL-6 por parte de los
macrofagos del higado y la activacion de STAT-3 en hepatocitos
(Libermann TA, Baltimore D, 1990; Fausto et al 2006; Jia 2011). STAT-
3 induce la transcripcion de un gran numero de genes diana, como por
ejemplo del supresor de la senalizacion por citocinas 3 (SOCS-3). Esta
proteina ejerce un feed-back negativo, inhibiendo la fosforilacion de
STAT-3 y bloqueando la senalizacion de IL-6 (Figura 8) (Campbell et al,
2001).

La senalizacion por TNF-o es requerida para una normal
respuesta proliferativa, como se ha demostrado con el uso de animales
KO para TNFR1 (TNFR1-/-). Estos animales presentan una deficiente
activacion de NF-kB y de STAT-3 y un retraso en la regeneracion
hepatica tras la HP, sugiriendo que la senalizacion por NF«B en las
células de Kupffer es un elemento crucial en la respuesta a las citocinas
(Yamada et al, 1997,1998).

Tras la liberacion de TNF-a, la activacion de NFxB en las células
de Kupffer pone en marcha la transcripcion y liberacion de IL-6. El

retraso en la regeneracion hepatica observada en los ratones KO para
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TNFR1 (TNFR1-/-) parece ser mediado por IL-6, ya que el tratamiento
con IL-6 corrige el defecto en la sintesis de DNA en estos ratones (Fujita
et al, 2001). Sin embargo, los ratones KO para TNFa no presentan un
retraso en la regeneracion hepatica (Fuyjita et al, 2001; Hayashi et al,
2005). Estos datos abren el debate sobre el papel preciso de cada
citocina al inicio del proceso regenerativo y sugieren que TNFa puede no
ser esencial para este proceso ya que otros ligandos como la linfotoxina
alfa pueden activar también el TNFR1 (Knight B, Yeoh GC, 2005; Fausto
et al, 2006; Béhm et al, 2010).

El papel de la IL-6 en la regeneracion hepatica es particularmente
dificil de definir. Estudios en ratones con déficit de II-6 o de Stat3
sugieren que hasta un 40% de los genes de respuesta precoz inmediata
que son activados durante la regeneracion hepatica son regulados por
IL-6 (Taub et al, 1999; Li et al, 2001; Fausto et al, 2006). Estos datos
apoyan un papel relevante de la IL-6 en el inicio del proceso
regenerativo.

Estudios con animales KO para el gen de la IL-6 (IL-6-/-)
establecieron una funcion proliferativa para esta citocina durante la
regeneracion hepatica, ya que la proliferacion de los hepatocitos tras
una HP estaba retrasada en los animales carentes de IL-6 (Cressman et
al, 1996; Taub et al, 1999; Fausto et al, 2006; B6hm et al, 2010). Sin
embargo, otros estudios en el mismo raton observaron que algunos
ratones KO para IL-6 no mostraban un retraso en la proliferacion de los
hepatocitos y que presentaban una regeneracion hepatica normal
(Blindenbacher et al, 2003). Estos resultados sugieren que el efecto de
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la IL-6 no es esencial para la regeneracion hepatica. Datos posteriores
han sugerido que la IL-6 tiene efectos anti-apoptoticos y que promueve
la supervivencia de los hepatocitos (Sakamoto et al, 1999;
Blindenbacher et al, 2003; Wuestefeld et al, 2003). A la vista de estos
resultados, parece que la IL-6 induce una respuesta adaptativa tras la
HP que es requerida para la supervivencia de los hepatocitos, y que el
nivel exacto de esta citocina tras una HP podria ser un factor critico en
determinar sus efectos (Blindenbacher et al, 2003; Zimmers TA, Pierce
RH, et al, 2003).

El factor de células madre (SCF) y la oncostatina M (OSM) son dos
moléculas que pueden aumentar los efectos de la IL-6 durante la
regeneracion hepatica. SCF restaura el defecto en la proliferacion de los
hepatocitos observado en ratones KO para IL-6 tras una HP. Este factor
es inducido por IL-6 y podria mediar los efectos mitogénicos de esta
citocina en la regeneracion hepatica (Ren et al, 2003) (Figura 8). Otro
mediador aguas abajo de la IL-6 es la OSM. Esta citocina es también
importante en la regeneracion hepatica ya que se ha demostrado que la
administracion de OSM puede corregir la regeneracion hepatica tras
dano hepatico inducido por tetracloruro de carbono (CCls4) en ratones
KO carentes de IL-6 (Nakamura et al, 2004). Los efectos de estas
citocinas (IL-6, SCF, OSM) son en parte redundantes porque todas ellas
pueden activar STAT-3 en los hepatocitos y promover la expresion de
multiples genes importantes para la regeneracion hepatica (Fausto et al,

2006; Béohm et al, 2010).
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El sistema inmune innato es responsable en parte de la
produccion de TNFa y de IL-6 por las células de Kupffer. LPS es liberado
por las bacterias del intestino a la circulacion portal (Cornell 1985) e
interacciona con receptores tipo Toll (TLR) en las células de Kupffer.
Dicha union activa maultiples rutas de senalizacion intracelulares,
muchas de las cuales son dependientes del factor de diferenciacion
mieloide 88 (MyD88), una proteina adaptadora que media la
senalizacion intracelular de varios TLRs (Akira et al, 2001) (Figura 8).

En estudios iniciales en ratas con una produccion restringida de
LPS, se observdo un retraso en la regeneracion hepatica tras una HP
(Cornell et al, 1990). Sorprendentemente, estudios posteriores en
ratones con deficiencia (KO) de distintos TLRs encontraron una
activacion normal de citocinas y una correcta regeneracion tras una HP.
En los ratones KO para MyD88 (myd88-/-), sin embargo, la activacion
de TNFa, de IL-6 y de STAT-3 estaba practicamente bloqueada tras la
HP (Seiki et al, 2005; Campbell et al, 2006; Fausto et al, 2006). Aunque
el LPS se ha considerado un factor clave en el inicio de la regeneracion
hepatica, actualmente se desconoce cual es el ligando y el receptor que
senaliza a través de MyD88 para iniciar la cascada de citocinas que se
produce precozmente tras una HP.

Otro componente del sistema inmune innato que parece ser
importante al inicio de la regeneracion hepatica es la cascada del
complemento. Asi, ratones KO para la fraccion C3 (C3-/-) y la fraccion
C5 (C5-/-) del complemento presentaron un déficit en la regeneracion
hepatica tras una HP. En dichos animales se encontré una reduccion
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de los niveles de TNFa y de IL-6, y una menor activacion de los factores
de transcripcion NF«xB y STAT-3 (Strey et al, 2003; Leslei 2012).
Ademas, se encontré que la administracion de un antagonista del
receptor CSa producia un retraso en la proliferacion de los hepatocitos
(Mastellos et al, 2001), y que la fraccion C3a inducia la sintesis de IL4
en linfocitos y estimulaba la sintesis de las proteinas del complemento y
de IL-6 por las células de Kupffer en el inicio de la regeneracion
hepatica (Figura 8) (DeAngelis et al, 2012). Estos datos, por tanto,
apoyan un papel del complemento en la fase inicial de cebado de los
hepatocitos. El sistema del complemento es el componente humoral
mas rapido para reconocer el dano tisular e iniciar la respuesta de
reparacion tisular. Las funciones reparadoras y troficas de este sistema
han suscitado, por ese motivo, un gran interés en el campo de la
regeneracion tisular (Mastellos et al, 2001; DeAngelis et al, 2012).
Finalmente, la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) es
otro componente clave en la induccion de TNFa e IL-6 en las células de
Kupffer. En animales KO para ICAM-1 (ICAM-1-/-), se observaron
menores niveles de TNFoa e IL-6 y una alteracion severa de la
regeneracion hepatica, sugiriendo que la activacion de ICAM-1 por
leucocitos en la fase inicial de la regeneracion es requerida para la
produccion de estas citocinas por las células de Kupffer (Figura 8)

(Selzner et al, 2003).
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LEUCOCITO
HEPATOCITO
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u otros ligandos Genes de respuesta precoz inmediata

Regeneracion hepética
Respuesta de fase aguda
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Figura 8. Cascada de sefializacion de citocinas al inicio de la regeneracion hepatica. Las
células de Kupffer interaccionan con los hepatocitos mediante la produccién de citocinas que
ejercen efectos paracrinos (otras NPCs podrian estar también implicadas). Los miembros de la
cascada del complemento (C3a/C5a), la activacion de MyD88 por ligandos como LPS a través de
TLRs y la activacion de ICAM-1 por leucocitos, inducen la expresion de TNF-o e IL-6 por las
células de Kupffer tras una HP. La uniéon de TNF-a a su receptor (TNFR1) en las células de
Kupffer aumenta la expresion de IL-6, la cual es liberada al suero para unirse a su receptor (IL-
6R) en el hepatocito. IL-6 e IL-6R interaccionan con dos subunidades de la glicoproteina 130
(gp130) en el hepatocito. Esta unién resulta en la fosforilaciéon de los monémeros de STAT-3.
Fosfo-STAT-3 dimeriza y se trasloca al nucleo donde media la transcripciéon de genes diana,
incluyendo Socs3 que inhibe la fosforilacion de STAT-3. SCF puede activar también a STAT-3
tras una HP. En paralelo a la fosforilacion de STAT-3, la activaciéon de gpl30 conduce a la
activacion de la cascada de senalizaciéon de las quinasas activadas por mitégenos (MAPK) que
implica la fosforilacion de las quinasas reguladas por senales extracelulares (ERK 1/2) y la
regulacion de multiples genes importantes para la regeneracion. NPCs: Células no
parenquimatosas; MyD88: Factor de diferenciacion mieloide 88; LPS: Lipopolisacarido; TLRs:
Receptores tipo toll; ICAM-1: Molécula de adhesion intercelular 1;TNF-a: Factor de necrosis
tumoral a; IL-6: Interleucina-6; HP: Hepatectomia parcial; TNFR1: receptor de TNF tipo 1; IL-6R:
Receptor de IL-6; Gpl130: Glicoproteina 130; STAT-3: Transductor de sefial y activador de la
transcripcién 3; SOCS-3: Supresor de la sefalizacién por citocinas 3; SCF: Factor de células
madre; MAPK: Proteinas kinasas activadas por mitégenos; ERK: kinasas reguladas por sehales
extracelulares.

1.4.2.- Fase de progresion
La fase de progresion comprende desde la fase G1 del ciclo celular
hasta la division celular. Esta regulada por factores de crecimiento
como HGF, EGF, factor de crecimiento endotelio-vascular (VEGF) y el
factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a). Estos factores de

crecimiento junto con co-mitégenos como norepinefrina y factores
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potenciadores como la insulina, inducen a los hepatocitos a superar el
punto de restriccion presente al final de la fase G: del ciclo celular y a
progresar en la sintesis de ADN. La funcion de los factores de
crecimiento es activar a los complejos de ciclinas y quinasas
dependientes de ciclinas (CDKs) que inician y promueven los cambios
del ciclo celular: duplicacion del huso mitético y la replicacion del ADN
en la fase S del ciclo celular (Albrecth et al, 1993; Fausto 2000;
Serandour et al, 2005; Fausto et al, 2006; Jia 2011).

Los efectos de los factores de crecimiento en la regeneracion
hepatica estan mediados por sus receptores. De forma similar a las
citocinas, la mayoria de los factores de crecimiento transmiten la senal
mitogenica al nucleo a través de receptores de membrana y
citoplasmaticos, induciendo la expresion de genes de respuesta precoz
inmediata pro-poliferativos como c-fos, c-jun y c-myc (Locker et al,
2003; Fausto et al, 2012; Michalopoulos 2013).

HGF y la familia de ligandos que se unen al receptor de EGF
(EGFR) son factores de crecimiento importantes en la regulacion de la
progresion del ciclo celular durante la regeneracion hepatica
(Michalopoulos GK, Khan Z, 2005). HGF desempena su actividad a
través de la activacion del receptor tirosina kinasa c-Met (Benvenuti
S, Comoglio PM, 2007). La senalizacion generada por este receptor
ejerce una variedad de funciones celulares en multiples tejidos. Entre
las principales funciones destacan sus efectos mitogénicos,
morfogénicos y motogénicos (Nakamura et al, 1989; Fausto et al, 2006;

Michalopoulos 2013).
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El receptor c-Met esta presente en células epiteliales y
mesenquimales. Es un receptor multifuncional ya que su activacion
desencadena la induccion de la cascada de las quinasas activadas por
mitogenos (MAPK) pero ademas es capaz de formar dimeros con otros
receptores como el receptor de insulina. Esta union contribuye a
regular varios procesos metabodlicos en hepatocitos y otros tipos
celulares (Fafalios et al, 2011; Michalopoulos 2013).

HGF es capaz de senalizar a través de otros receptores como las
quinasas tipo Janus que activan a factores de transcripcion como
STAT-3, NFkB y B-Catenina. La union de HGF con c-Met fosforila la -
Catenina, lo cual promueve su traslocacion al nucleo y la expresion de
Ciclina D que es necesaria para la transicion Go-Gi del ciclo celular
(Stolz et al, 1999; Comoglio 2001; Fausto N, Campbell JS, 2009;
Michalopoulos 2013).

La sintesis de HGF es llevada a cabo por NPCs del higado y actaa
sobre los hepatocitos de forma paracrina (Schirmacher et al, 1993,
LeCouter et al, 2003). El aumento de los niveles en plasma de HGF es
uno de los eventos que tiene lugar en las primeras horas tras una HP
(Tablal) (Pediatakis et al, 2001). No esta claro si el efecto de HGF sobre
los hepatocitos es mediado por el aumento de HGF circulante o es
debido a la activacion de HGF almacenado de forma inactiva en la
matriz extracelular (Mars et al, 1995; Michalopoulos 2013). Ademas,
HGF es sintetizado en otros organos extrahepaticos (pulmoén, rinén y
bazo) tras una HP, lo que apoya su efecto endocrino (Michalopoulos
2007; Nakamura et al, 2011; Michalopoulos 2013) (Figura 9).
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Probablemente, sea necesaria la combinacion de las distintas formas de
producir HGF para conseguir el efecto de este factor de crecimiento
sobre los hepatocitos.

La delecion sistémica del gen HGF o c-Met conlleva letalidad en
estado embrionario (Schmidt et al, 1995; Burr et al, 1998; Pediaditakis
et al, 2001; Borowiak et al 2004; Huh et al, 2004). Para poder estudiar
las funciones de HGF y su receptor en la regeneracion hepatica se han
generado ratones con deficiencia del receptor c-Met exclusivamente en
el higado. El primer estudio con estos ratones demostréo que la
senalizacion HGF/c-Met era esencial para la entrada en el ciclo celular
y la regeneracion tras una HP, y que era responsable de la activacion de
las quinasas reguladas por senales extracelulares (ERK 1/2) (Borowiak
et al 2004; Fausto et al, 2006; Bohm et al, 2010). En un segundo
estudio con estos ratones KO condicionales para c-Met en el higado, se
observo que la senalizacion HGF/c-Met era importante para promover
hepatoproteccion frente apoptosis en el higado danado (Huh et al,
2004).

Parte de los efectos de HGF estan mediados por la activacion de
TGF-a, otro factor de crecimiento que desempena su actividad mediante
la union al receptor EGFR (Gherardi E, Stoker M, 1990). Este receptor
tiene una cinética semejante a c-Met con un pico de activacion en la
primera hora tras una HP (Stolz et al, 1999; Natajaran et al, 2007) que
culmina con la induccion aguas abajo de MAPK (Figura 9)

(Michalopoulos 2013).
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La inhibicion de EGFR resultoé en el fallecimiento de 1/3 de los
animales tras la realizacion de una HP, y los que sobrevivieron
mostraron un retraso en la proliferacion de los hepatocitos,
probablemente relacionado con un retraso en la induccion de ciclina D1
(Natajaran et al, 2007). Sin embargo, finalmente tenia lugar la
regeneracion completa del higado. Esto sugiere que la senalizacion de
EGFR es importante pero no esencial para la regeneracion hepatica
(Béhm et al, 2010).

La familia de ligandos de EGFR que se sobrexpresan tras una HP
incluye a EGF, TGF-qa, el factor semejante al EGF ligado a la heparina
(HB-EGF) y la amfiregulina (AR) (Michalopoulos 2007). EGF fue el
primer ligando estudiado de EGFR. Este factor es mitégenico para los
hepatocitos en cultivo (McGowan JA et al, 1981), y se ha observado que
la infusion del mismo en ratas desencadena la sintesis de ADN en
hepatocitos (Bucher et al, 1977). EGF es producido en multiples sitios,
incluyendo las glandulas salivares y las glandulas de Brunner del
duodeno, desde donde llega al higado a través de la circulacion portal
(Olsen et al, 1985) (Figura 9). La eliminacion de las glandulas salivares
a ratones que posteriormente fueron sometidos a una HP resulté en un
retraso en la proliferacion de los hepatocitos. Este fenotipo fue
rescatado tratando con EGF recombinante a los ratones (Noguchi et al,
1991).

TGF-a es producido por los hepatocitos durante la regeneracion
hepatica (Webber et al, 1993) (Figura 9). Este descubrimiento condujo a
la idea de que podria actuar como un factor autocrino que dirigiria la
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respuesta regenerativa (Mead JE, Fausto N, 1989). Sin embargo, los
niveles de TGF-o aumentan a las 20 horas de iniciarse el ciclo celular
en los hepatocitos y los ratones KO para TGF-a (TGF-a-/-) presentan
una regeneracion hepatica normal (Russel et al, 1996). Estos resultados
sugieren que TGF-a podria ser en realidad una senal paracrina por la
cual los hepatocitos estimulan la proliferacion de las células adyacentes
(Michalopoulos 2013), y que no es un factor indispensable en la
regeneracion hepatica debido a la compensacion por otros ligandos de
EGFR (Fausto et al, 2006).

HB-EGF a diferencia de EGF y TGF-a, es producido por las
células endoteliales y de Kupffer (Figura 9). En estudios con ratones KO
para HB-EGF (HB-EGF-/-) se observo un retraso en la proliferacion de
los hepatocitos, aunque esta deficiencia fue parcialmente compensada
por una sobreregulacion de TGF-a (Mitchell et al 2005). AR, proteina
similar a TGF-o, es producida por los hepatocitos tras una HP (Figura
9). Animales con déficiencia del gen de AR (AR-/-) mostraron una
alteracion en la respuesta regenerativa tras una HP (Berasain et al,
2005).

La complejidad de la senalizacion de EGFR parece ser atribuible a
los distintos ligandos para este receptor implicados en la regeneracion
hepatica. Estos ligandos tienen funciones independientes pero
parcialmente solapantes en el proceso regenerativo. La diversidad de la
senalizacion de EGFR y c-Met es debido a la activacion de numerosas

rutas de senalizacion que regulan factores de transcripcion implicados
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en la regeneracion hepatica y cascadas metabédlicas. Una de las
cascadas de senalizacion particularmente relevante, ya que integra la
senalizacion de citocinas y de factores de crecimiento, es la cascada que

resulta en la activacion de ERK 1/2 (Fausto et al, 2006) (Figura 9).

| DUODENO GLANDULA CELULA ENDOTELIAL
CELULA ENDOTELIAL SALIVAR
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Figura 9. Cascada de seiializacion de factores de crecimiento en la regeneracion hepatica.
Durante la regeneracion hepatica, EGFR es activado de manera autocrina por AR y TGF-o, de
forma paracrina por HB-EGF producido por las células de Kupffer y células endoteliales, y de
manera endocrina por EGF secretado por las glandulas salivares y las glandulas de Brunner en
el duodeno. De forma similar, c-Met es activado de forma paracrina por HGF producido por las
células estrelladas y células endoteliales o la matriz extracelular, y de manera endocrina por
HGF secretado por el pulmoén, rinén y bazo. Ademas, HGF puede activar a otros receptores tipo
Janus. La activacion de todos estos receptores induce numerosas rutas de senalizacién que
regulan factores de transcripcién implicados en la regeneracion hepatica, permitiendo la
proliferaciéon de los hepatocitos y su supervivencia tras una HP. EGFR: Receptor del EGF; AR:
Amfiregulina; TGF-o: Factor de crecimiento transformante alfa; EGF: Factor de crecimiento
epidérmico; HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos; HP: Hepatectomia parcial.

1.4.3.- Interacciones entre citocinas y factores de crecimiento

Las redes de citocinas y factores de crecimiento no actian de
forma independiente en la regeneracion hepatica, sino que interactian

durante las distintas fases del proceso regenerativo. Muchas de estas
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redes son solapantes y esto hace que la eliminacion de una ruta de
senalizacion no impida que la regeneracion hepatica se lleve a cabo.

Un ejemplo de interaccion entre citocinas y factores de
crecimiento es la activacion de metaloproteinasas (MMPs) por citocinas
como TNF (Fausto et al, 2006). TNF puede activar a una MMP
denominada TACE (enzima que convierte TNF) (Figura 10) y como
consecuencia de esta activacion, se desencadena la liberacion de TGF-a,
que al unirse al receptor EGFR promueve la activacion de la cascada de
senalizacion de ERK 1/2 (Argast et al, 2004). Ademas, la union de TNF
a su receptor también activa NF-xB y AKT (proteina kinasa B),
estimulando la produccion de citocinas y supervivencia celular. Por lo
tanto, la cooperacion entre citocinas (TNF) y factores de crecimiento
(ligandos de EGFR) activa rutas necesarias para la supervivencia,
crecimiento y proliferacion de hepatocitos (Fausto et al, 2006).

Otro punto de interseccion entre factores de crecimiento (HGF) y
citocinas (TNF-o-IL-6) podria ser la regulacion de factores de
transcripcion como la AP-1, implicada en la activacion de proteinas que
participan en proliferacion celular (Behrens et al, 2002). IL-6 y HGF
también interactian en la regulacion del gen de la proteina de union al
factor de crecimiento parecido a la insulina 1 (IGFBP1) (Taub 2004).
Este gen codifica una proteina con funciones hepatoprotectoras y
promitogénicas que es regulada por IL-6 en estudios in vivo (Leu et al,
2001) y por HGF en estudios in vitro (Weir et al, 1994).

La produccion de factores de crecimiento y citocinas por los

distintos tipos celulares del higado permite que se establezca un
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complejo patron de interacciones entre estas células en las distintas
fases de la regeneracion hepatica. Estas interacciones permiten que el
higado restaure su masa hepatica inicial y alcance la homeostasis
corporal (Taub 2004; Fauto et al, 2006; Michalopoulos 2007).

Los hepatocitos son las primeras células que proliferan en funcion
de una serie de estimulos externos como HGF que llega a los
hepatocitos por remodelacion de la matriz extracelular o a travées de la
sintesis de novo de este factor por células estrelladas o endoteliales a
las 3 horas tras una HP (Mars et al, 1995; Michalopoulos 2013) (Figura
10.A). Ademas, los hepatocitos reciben estimulos para proliferar de
otras células, como el TNF y la IL-6 producidas por las células de
Kupffer. Como se coment6é anteriormente, se piensa que estas citocinas
promueven la activacion de NF-kB y STAT-3 en las fases iniciales de la
regeneracion hepatica y, como consecuencia, los hepatocitos son
capaces de pasar de la fase Go a la fase G del ciclo celular.

Los hepatocitos, a su vez, también liberan factores que son
mitogenicos para NPCs (Figura 10.B). En este sentido, el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), producido por Ilos
hepatocitos, actia de forma paracrina en células estrelladas (Pinzani
2002), y otros factores producidos por los hepatocitos como VEGF, el
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), SCF, angiopoyetina y TGF-a
actian como mitogenos para las células endoteliales (Ross et al, 2001;
Sato et al, 2001; Yu et al, 2003; Shimizu et al, 2005; Papastefanou et al,
2007). La proliferacion de las células endoteliales es necesaria para
restaurar la red de sinusoides en la regeneracion hepatica, y es posible
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que las células endoteliales atraidas por VEGF penetren en los cordones
recién formados de hepatocitos para restablecer la red sinusoidal
(Michalopoulos 2007). La administracion de VEGF a animales indujo la
proliferacion de células endoteliales y de hepatocitos, aunque VEGF no
es mitogénico para los hepatocitos en cultivo. Esta proliferacion de los
hepatocitos podria ser debida a que la union de VEGF (producido por
los hepatocitos) a su receptor en las células endoteliales desencadena
en las mismas la produccion de HGF. Este escenario confirmaria que
los hepatocitos y las células endoteliales establecen una red de
produccion de factores de crecimiento para estimular mutuamente su
proliferacion (LeCourter et al, 2003).

TGF-a
TNF-o. TACE
A YO IEI TGF-o

EGFR

|

NFxB AKT ERK 72

a

Induccién de citocinas Proliferacién y supervivencia
y supervivencia

PROLIFERACION, SUPERVIVENCIA Y CRECIMIENTO

B CELULAS ESTRELLADAS CELULAS ENDOTELIALES SINUSOIDALES

Figura 10. Interaccion entre citocinas y factores de crecimiento en la regeneracion
hepatica. A. Mecanismo de activacion de EGFR a través de TACE. TNF se une a su receptor y
activa NF-kB y AKT. Esta activacién promueve la induccién de rutas de supervivencia y de
citocinas. TNF, a su vez, también activa a TACE, desencadenando la liberacion de TGF-a que se
une a su receptor y promueve la activacion de la cascada de ERK 1/2. La cooperaciéon entre
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factores de crecimiento y citocinas activa rutas necesarias para el crecimiento, supervivencia y
proliferacién de hepatocitos. B. Interacciones entre los distintos tipos celulares hepaticos
durante la regeneracion hepatica. La proliferacion de los hepatocitos es estimulada por factores
de crecimiento y citocinas liberados por NPCs. Para restaurar la masa hepatica inicial, estas
células son también inducidas a replicarse por la liberaciéon de factores de crecimiento por parte
de los hepatocitos. EGFR: Receptor del EGF; TACE: Enzima que convierte TNF; TNF: Factor de
necrosis tumoral; NFkB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas; AKT: Proteina quinasa B; TGF-a: Factor de crecimiento transformante alfa; ERK:
Quinasas reguladas por sefiales extracelulares; NPCs: Células no parenquimatosas.

1.4.4.- Fase de terminacion

La regeneracion hepatica termina con la restauracion de la masa
hepatica inicial necesaria para realizar las funciones hepaticas. Al
contrario que los estimulos iniciadores, las senales que determinan el
final de la regeneracion hepatica no han sido tan intensamente
estudiadas. Este hecho es sorprendente ya que el indice hepatico es
una de las propiedades mas reguladas, que requiere un control estricto
del cese del ciclo celular y una remodelacion del tejido recién formado
(Taub 2004; Jia 2011; Michalopoulos 2013).

El crecimiento de los hepatocitos esta controlado por un balance
entre factores que promueven y factores que inhiben el crecimiento. En
este sentido, se han estudiado varios mediadores que inhiben directa o
indirectamente el proceso regenerativo. Aunque la mayoria de los
estudios se han centrado en los miembros de la familia del factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B), el cese de la regeneracion
también se ha relacionado con factores que regulan rutas de
senalizacion de citocinas o de factores de crecimiento y que podrian
regular el tamano del higado. Entre estos factores destaca SOCS-3

(Taub 2004; Jia 2011; Michalopoulos 2013).
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TGF-fp comprende una familia de citocinas (TGF-B 1-3) que
ejercen sus funciones mediante la activacion de receptores
transmembrana tipo I y II que activan a reguladores de la transcripcion,
como las proteinas SMAD (del inglés small mothers
against decapentaplegic), que ejercen su funcion mediante su
traslocacion al nucleo. (Shi Y, Massague J, 2003; Brown et al, 2007;
Moustakas A, Heldin CH, 2009).

TGF-f es un potente inhibidor del crecimiento para células
epiteliales como los hepatocitos (Houck KA, Michalopoulos GK, 1989).
Este factor es producido por las células estrelladas (Ikeda et al, 1998) y
su aumento se ha relacionado con la produccion de fibrosis hepatica y
cirrosis (Cain K, Freathy C, 2001). Aunque la expresion de este factor
aumenta precozmente tras una HP, los hepatocitos son capaces de
proliferar por una resistencia transitoria de los mismos a este factor, la
cual podria ser debida a una disminucion de la expresion de los
receptores de TGF-f y a una sobreexpresion de sus inhibidores. Tras la
sintesis de ADN, dicha resistencia remite y los hepatocitos recuperan la
sensibilidad a TGF-p, el cual inhibe la proliferacion celular y contribuye
al cese de la regeneracion (Figura 11) (Chari et al, 1995; Nishikawa et
al, 1998; Macias-Silva et al, 2002).

Ademas de la disminucion de receptores de TGF-fB, existen otras
posibles explicaciones de la resistencia de los hepatocitos al efecto de
dicha citocina. Asi, el aumento de los niveles de norepinefrina al inicio

del proceso regenerativo (Tabla 1) también podria contribuir a la
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resistencia de los hepatocitos proliferantes a TGF-f (Houck et al, 1988).
Otros estudios han mostrado que TGF-f se une a decorina que es una
proteina presente en la matriz extracelular del higado (Dudas et al,
2001; Michalopoulos 2010). Dicha union sugiere que la liberacion de
TGF-B al plasma esta relacionada con la remodelacion de la matriz
extracelular que tiene lugar al inicio del proceso regenerativo. Ademas,
otros estudios han mostrado que TGF-f en plasma se une a alfa-2
macroglobulina y esta union podria ser un mecanismo efectivo para
eliminar la disponibilidad de TGF-B para los hepatocitos que van a
proliferar (Webb et al, 2000). Los hepatocitos en la fase Go del ciclo
estan expuestos a la influencia de factores circundantes y, en este
escenario, la remodelacion de la matriz extracelular por la uroquinasa
podria resultar en la liberacion/activacion de HGF y en la liberacion e
inactivacion de TGF-B por alfa-2 macroglobulina. Este desequilibrio
permitiria que los hepatocitos pasaran de la fase Go a la fase G del ciclo
celular (Michalopoulos 2013).

La sobreexpresion de TGF-B en ratones transgénicos resulté en
un retraso de la proliferacion celular (Russel et al, 1988; Bouzahzah et
al, 2000). Los ratones KO condicionales del receptor II de TGF-B (TGF-B
RII -/-) (TGF-B RII-/-) en hepatocitos, sin embargo, presentaron una
aceleracion de la proliferacion de los hepatocitos, pero no existieron
diferencias en el cese de la regeneracion frente a animales control,
posiblemente debido a la existencia de otras vias inhibitorias de la

sintesis de ADN como por ejemplo las activinas (Oe et al, 2004).
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Las activinas son otros miembros de la superfamilia de TGF-f. La
mas conocida es la activina A (Werner S, Alzheimer C, 2006), que es
producida por los hepatocitos y que puede tener un efecto autocrino
(Michalopoulos 2013). La activina A es un factor pro-apoptotico de los
hepatocitos que induce la activacion de SMAD de forma similar a TGF-3
a través de sus receptores de tipo I y tipo II. Asi, la administracion de
follistatina, un antagonista del receptor de la activina A, provocé un
aumento de la sintesis de ADN en hepatocitos (Kogure et al, 2000; Oe et
al, 2004). Estos resultados apoyan que la activina A es un inhibidor de
la proliferacion y un posible regulador del final de la regeneracion
(Béhm et al, 2010).

Activina A y TGF-f se consideran que ejercen funciones
complementarias (Figura 11). En ratones KO para el receptor II de TGF-
B (TGF-B RII-/-) se encontré un aumento de la expresion de activina Ay
de su receptor de tipo II. Este hallazgo indica una actividad
compensatoria para activina A en ausencia de la senalizacion de TGF-J3,
que permite que el cese de la regeneracion tenga lugar (Oe et al, 2004).
Estos resultados sugieren que activina y TGF- colaboran para inducir
el fin de la proliferacion de los hepatocitos, aunque otros factores

adicionales también podrian contribuir (Bé6hm et al, 2010).
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Figura 11. Interacciones entre TGF-} y HFG al inicio de la regeneracion hepatica. Los
hepatocitos estan expuestos a factores con funciones opuestas al inicio del proceso
regenerativo. TGF-B es un inhibidor de la proliferaciéon de hepatocitos mientras que HGF es
mitégeno para estas células. HGF permanece inactivo al estar unido a glicosaminoglicanos de la
matriz extracelular al igual que ocurre con TGF-B que se encuentra unido a decorina. Tras una
HP, la activacién de uPA produce la remodelacién y degradacion de componentes de la matriz
extracelular. Como resultado, se libera HGF al plasma donde se activa y desempefia su efecto
mitogénico sobre los hepatocitos a través del receptor c-Met. Mientras que HGF ejerce estas
funciones desde el plasma, la funcién de TGF-$ se neutraliza al unirse a a2-macroglobulina. El
balance entre HGF y TGF-B es clave en las etapas iniciales de la regeneraciéon hepatica,
permitiendo que los hepatocitos entren al ciclo celular y proliferen. Otras posibles explicaciones
de la resistencia de los hepatocitos al efecto de TGF-B al inicio de la regeneraciéon son: el
aumento de factores en plasma tras una HP como norepinefrina que se une a TGF-f e inactiva
su funcién o el aumento de inhibidores de TGF-B y descenso de los receptores de este factor
(TGF-BR) en los hepatocitos al inicio del proceso regenerativo. En las etapas finales del proceso
regenerativo, TGF-B y activina A activan a sus receptores en hepatocitos. Esta activacion induce
la expresion de SMAD2 y SMADS, los cuales promueven la inhibicién de la proliferacion de los
hepatocitos y, por consiguiente, el cese de la regeneraciéon hepatica. Follistatina inhibe a
activina A y acttia como un regulador positivo de la regeneracion. TGF-B: Factor de crecimiento
transformante beta; HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos; HP: Hepatectomia parcial. uPA:
Activador del plasminégeno tipo uroquinasa; TGF-BRII: Receptor II del factor de crecimiento
transformante beta; ACTR: Receptor de activina; SMAD: Del inglés “small mothers
against decapentaplegic”.

Se ha descrito que al inicio del proceso regenerativo se produce
una importante remodelacion de la matriz extracelular. Uno de los
primeros eventos que tiene lugar tras una HP es la activacion del
activador del plasminodgeno tipo uroquinasa (uPA) (Tabla 1), el cual
induce una cascada proteolitica que desencadena la activacion de
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MMPs. Las MMPs liberan factores de crecimiento que se encuentran
unidos a la ME de forma inactiva como HGF, degradan
macromoléculas, y generan senalizacion mediante integrinas (Arthur
1997; Michalopoulos 2013).

Se ha demostrado un aumento de la proliferacion de los
hepatocitos y hepatomegalia en animales KO hepato-especificos para
una integrina ligada a una quinasa (ILK) (ILK-/-) (Gkretsi et al, 2007).
Estos ratones presentaron, ademas, una alteracion del cese de la
regeneracion hepatica tras una HP. En particular, se observo que la
regeneracion se prolongaba y que el higado alcanzaba un peso un 58%
mayor al del peso inicial (Gkretsi et al, 2007; Gkretsi et al, 2008; Apte et
al, 2009). Por tanto, estos resultados indican que la matriz extracelular
desempena un importante papel en la regulacion del cese de la

regeneracion hepatica (Michalopoulos 2013).

El cese de la regeneracion hepatica también se ha relacionado con
factores como SOCS-3. Se ha descrito que la IL-6 produce un aumento
de SOCS-3 en el higado. El aumento de SOCS-3 produce un descenso
de la activacion de STAT-3 que pone fin a la senal proliferativa de IL-6
(Campbell et al, 2001). Estos resultados explicarian por qué la
sobreexpresion de IL-6 inhibe el crecimiento celular tras una HP
(Wustefeld et al, 2000), y demuestran el efecto de esta proteina en el
bloqueo de la senalizacion de IL-6 y de otras citocinas que podria

contribuir al cese de la regeneracion (Taub 2004).
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En resumen, distintos factores de crecimiento y citocinas son
activados simultaneamente tras una HP. La cooperacion entre estos
factores permite que los hepatocitos superen los puntos de restriccion
del ciclo celular y progresen desde de la fase G: hasta la fase S del ciclo
que conduce a la sintesis de ADN y a la proliferacion de los hepatocitos.
En el cese del proceso regenerativo intervienen la senalizacion de TGF-f3
y otros factores que inhiben la proliferacion de los hepatocitos y

permiten su regreso al estado quiescente inicial (Figura 12).

5 CELULA ENDOTELIAL CELULA ESTRELLADA
HEPATECTOMIA PARCIAL

INTESTINO l
T > T LPS (flujo de sangre portal)

U s L/HGF
-6 —»
—b TNF-a —P
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Figura 12. La reseccion de masa hepatica genera una serie de sefiales mitogénicas para los
hepatocitos que estimulan la regeneracion hepatica. Después de una HP, varias senales se
activan simultaneamente en el higado. Factores como LPS procedentes del intestino alcanzan el
higado a través de la circulacion portal. En el higado, LPS activa las células de Kupffer,
induciendo la produccién de TNF-a y de IL-6. Otros factores son liberados por el pancreas
(insulina), el duodeno o glandulas salivares (EGF), la glandula adrenal (norepinefrina), las
células endoteliales o estrelladas o la matriz extracelular (HGF). La integracion de todas estas
rutas de senalizacion permite que hepatocitos en estado quiescente entren al ciclo celular y
progresen hasta la fase S donde se produce la sintesis de ADN y la proliferacion celular. La
senalizacién por TGF-B y otros factores como activina A que inhiben la proliferacion de los
hepatocitos, estd bloqueada al inicio del proceso regenerativo. La restauracion de esta
sefializacion al final del proceso ayuda a regresar a los hepatocitos al estado quiescente inicial.
HP: Hepatectomia parcial; LPS: Lipopolisacarido; TNF-oa: Factor de necrosis tumoral o; IL-6:
Interleucina-6; EGF: Factor de crecimiento epidérmico; HGF: Factor de crecimiento de
hepatocitos; ADN: Acido desoxirribonucléico; TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta.
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1.5.- MODELOS ANIMALES

La regeneracion hepatica se ha estudiado en maultiples modelos
experimentales, desde cultivos celulares hasta modelos “in vivo” no-
quirurgicos que inducen necrosis hepatocelular mediante la exposicion
a farmacos o hepatotoxicos (CCls, galactosamina o tioacetamida) o
modelos quirargicos como es la HP del 70% (Higgins GM, Anderson RM,
1931; Mitchell C, Willenbring H, 2008; Martins et al, 2008; Jia 2011;
Nevzorova et al, 2015).

Los cultivos de hepatocitos se han usado como modelo para
estudiar la regeneracion hepatica “in vitro”. En los anos 70 se introdujo
una técnica que permitiéo aislar y cultivar hepatocitos de diferentes
especies (raton, rata o humano) mediante la perfusion del higado con
colagenasa (Seglen 1976; Strom et al, 1982). La ventaja de esta técnica
es que permite aislar hepatocitos directamente del higado sin ser
afectados por los cambios inducidos por el resto de NPCs. Estos cultivos
han sido muy utiles en delimitar distintos aspectos de la biologia de los
hepatocitos y han permitido valorar la capacidad de distintas senales
para estimular la sintesis de ADN en los mismos (Cruise et al, 1985;
Block et al, 1996; Webber et al, 1998).

El principal inconveniente de utilizar cultivos celulares para
estudiar la regeneracion hepatica es precisamente la falta de interaccion
entre los hepatocitos y el resto de NPCs del higado. Esta interaccion es
necesaria, como se ha comentado anteriormente, para que la

regeneracion hepatica se desarrolle con normalidad. Otros problemas
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adicionales son la pérdida de diferenciacion de los hepatocitos en
cultivo y la presencia de respuestas fisiologicas distintas a las
encontradas en experimentos “in vivo”. Todas estas limitaciones han
motivado el uso de modelos animales para el estudio de la regeneracion
hepatica (Michalopoulos 2010).

El modelo experimental “in vivo” mas empleado y caracterizado es
la HP de 2/3 descrita por Higgins en el ano 1931 en ratas (Higgins GM,
Anderson RM 1931). En este modelo, la masa hepatica es restaurada
tan so6lo 14 dias después de la eliminacion quirurgica del 70% del
higado. Esta técnica ha sido utilizada por la mayor parte de la
comunidad cientifica para el estudio de las rutas de senalizacion
implicadas en la regeneracion hepatica (Mitchell C, Willenbring H, 2008;
Martins et al, 2008). La técnica quirurgica original consistia en la
ligadura en bloque del 16bulo medio e izquierdo del higado seguido de
su reseccion, y en el estudio de la regeneracion del parénquima
remanente consistente del 16bulo derecho y del caudado (Higgins GM,
Anderson RM 1931).

Esta técnica ha sido adaptada a ratones para mejorar la
reproducibilidad y seguridad (Greene AK, Puder M, 2003; Mitchell C,
Willenbring H, 2008). En ratas se realiza la ligadura simultanea de los
lébulos izquierdo y medio. Si esta misma técnica se llevara a cabo en
ratones se produciria necrosis en el lobulo derecho remanente,
probablemente debido a obstruccion vascular (Fausto et al, 2006). La
adaptacion consiste en resecar el loébulo izquierdo y medio, con una

ligadura en cada lobulo para evitar la obstruccion vascular. Aun asi, la
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colocacion de la sutura en el lobulo medio no esta completamente
definida y varia en base al criterio del investigador y en cada cirugia
individual. Como consecuencia, la cantidad de tejido resecado en cada
intervencion puede variar de forma importante (Mitchell C, Willenbring

H, 2008) (Figura 13).

a b

Vena cava
suprahepética

‘le'aligadura 22 ligadura

Lébulo medio

Loébulo izquierdo

b ol \ Lébulo caudat
Lébulo derecho,)\ \

vV
1
Vena cava inferior

Figura 13. Esquema de la HP de 2/3 en ratones. A. La primera ligadura se coloca en la base
del 1l6bulo izquierdo. B. La segunda ligadura se debe atar dentro del area con lineas
discontinuas del 16bulo medio justo por encima de la vesicula biliar, pero no demasiado cerca de
la vena cava suprahepatica. HP: Hepatectomia parcial. Imagen modificada de Mitchell C,
Willenbring H, 2008.

1.5.1.-Ventajas y limitaciones del modelo actual de HP

Una ventaja importante del modelo quirurgico de HP radica en
que la eliminacion del tejido resecado no se asocia con necrosis, la cual
si esta presente en los modelos de dano hepatico producido por toxicos.
Los lobulos resecados son retirados intactos sin causar dano a los
lobulos que se conservan. Mientras que la respuesta regenerativa esta
asociada a inflamacion créonica con infiltrado de macréfagos y leucocitos
polimorfonucleares en los modelos de necrosis hepatocelular inducidos
por toxinas, la respuesta regenerativa tras una HP no esta influenciada
por ningun otro factor que pudiera distorsionar su analisis
(Michalopoulos 2007, Michalopoulos 2010).
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Este modelo reune otras importantes ventajas con respecto a
otros modelos experimentales (Michalopoulos 2007, 2010, 2011;

Nevzorova et al, 2015):

» El inicio del estimulo regenerativo esta perfectamente
definido en el tiempo, siendo la reseccion de los lobulos
hepaticos el tiempo O.

» Es un proceso rapido y facil de realizar.

» Es reproducible.

» Es una técnica bien tolerada que presenta una mortalidad
reducida asociada al proceso quirurgico.

Este modelo “in vivo” es considerado ademas atractivo porque
permite estudiar el ciclo celular. Tras una HP, los hepatocitos que se
encuentran en estado quiescente, se sincronizan y progresan de forma
simultanea en el ciclo celular para replicarse (Boyce S, Harrison D,
2008). La reproduccion de las fases del ciclo celular en la regeneracion
hepatica ha suscitado un gran interés para conocer la expresion génica,
los mecanismos de regulacion y su traslacion a otros campos como el
estudio del cancer (Kurinna S, Barton MC, 2010).

La utilizacion de este modelo de HP en roedores ha permitido
también estudiar las rutas de senalizacion implicadas en la regulacion
de la regeneracion hepatica mediante la utilizacion de animales
modificados genéticamente en los que se ha inducido la delecion
sistémica o condicional de un gen (animales KO) (Cressman et al, 1996;

Taub 2004; Jia 2011). Por lo tanto, gracias al empleo de este modelo de
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HP especificamente en ratones, se ha podido comparar la regeneracion
en animales KO para las moléculas de senalizaciéon potencialmente
implicadas en este proceso, sus receptores y factores reguladores del
ciclo celular con la de animales control (Fausto et al, 2012;
Michalopoulos 2013). El uso de animales KO ha permitido obtener
resultados interesantes e inesperados en cuanto a los mecanismos que
regulan la regeneracion hepatica. Sin embargo, dichos mecanismos no
han sido completamente elucidados. En el futuro es posible que la
generacion de nuevos animales KO permita resolver cuestiones o
dilemas de este proceso pendientes de ser exploradas (Bohm et al,
2010).

Aunque el modelo de HP es ampliamente utilizado, existen una
serie de limitaciones que abren posibles areas de mejora. Una de ellas
es que esta técnica implica la reseccion quiruargica de la vesicula biliar
(Mitchell C, Willenbring H, 2008). El dano de la vesicula biliar o la
obstruccion de la via biliar extrahepatica o de la vena cava
suprahepatica puede conducir a necrosis de los lobulos remanentes y a
un fallo de la regeneracion hepatica (Nevzorova et al, 2015). La
preservacion de la vesicula biliar mediante el empleo de técnicas
alternativas podria mejorar, por tanto, los resultados obtenidos.

Otra posible mejora es la disminucion de la variabilidad existente
en la cantidad de tejido resecado mediante las técnicas actuales. Como
se ha comentado anteriormente, la cantidad del 16bulo medio resecada
en la técnica descrita por Mitchel et al. es variable dependiendo de la

colocacion de la sutura por parte del investigador. El uso de técnicas
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alternativas que permitan resecar la misma cantidad de tejido en cada
cirugia probablemente mejoraria la reproducibilidad de los resultados
obtenidos.

Una de las complicaciones mas frecuentes con la técnica actual
incluye el sangrado de los vasos sanguineos hepaticos y de la superficie
del higado (Boyce S, Harrison D, 2008). Estos problemas se pueden
mejorar usando técnicas microquirurgicas que faciliten la diseccion
individual y ligadura de las ramas vascular y biliar de los l6bulos medio
e izquierdo sin danar las ramas de los l6bulos remanentes caudado y
derecho (Aller et al, 2009). Esta técnica modificada de HP puede tener
riesgos similares a los danos provocados por la ligadura en masa o la
colocacion de las suturas en el 16bulo medio. Uno de estos riesgos es
que se produzca estenosis de la vena cava suprahepatica y congestion
hepatica que puede ocasionar desarrollo de necrosis hepatocelular
(Martins et al, 2008). Técnicas alternativas que permitan descender
estos riesgos facilitarian la interpretacion de los resultados obtenidos.

Actualmente se han descrito técnicas alternativas para la
reseccion hepatica. Estas técnicas son bien toleradas en roedores y
presentan baja mortalidad operatoria:

> Reseccion hepatica con tres ligaduras (Boyce S, Harrison
D, 2008; Nevzorova et al, 2015). El uso de tres ligaduras
puede ayudar a preservar la vesicula bilar y a disminuir la
variabilidad en la cantidad de tejido resecado.

> Reseccion hepatica con clips (Martins et al, 2008; Hori et

al, 2012). Es una modificacion de la técnica clasica que se
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basa en el empleo de clips en lugar de suturas. Esta técnica
es rapida y segura, pero lleva asociada las mismas
complicaciones que la técnica tradicional.

» Técnica microquirargica orientada a vasos. Las ramas de
la arteria hepatica y la vena porta son ligadas antes de que
se realice la reseccion del 16bulo y las venas hepaticas son
ligadas dentro del Ilobulo durante la reseccion del
parénquima. Las ventajas de esta técnica son reducido
riesgo de sangrado y reducida obstruccion de la vena cava
(Kubota et al, 1997; Martins et al, 2008).

> Reseccion hepatica usando técnicas microquirargicas.
Esta técnica permite la diseccion individual y ligadura de
las ramas vasculares y biliares de los lobulos medio e
izquierdo sin provocar dano a los lobulos remanentes o
complicaciones como la estenosis de la vena cava o la
obstruccion del arbol biliar (Martins et al, 2008; Aller et al,
2009).

En el futuro, el uso de estas técnicas alternativas para el estudio
de la regeneracion hepatica, probablemente disminuira las
complicaciones asociadas a la técnica tradicional y mejorara la

reproducibilidad de los resultados obtenidos.
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1.5.2.- Métodos usados para cuantificar la regeneracion hepatica

Se han descrito una gran variedad de métodos para estudiar la
regeneracion hepatica. Estos métodos incluyen (Assy N, Minuk GY,

1997; Jia 2011):

» Medida de la masa hepatica. Consiste en medir en gramos
la cantidad de tejido remanente tras la cirugia y comparar
esta medida con el peso corporal del animal en gramos en el
dia del sacrificio (indice hepatico).

> Recuento de figuras mitéticas. El recuento de mitosis en
hepatocitos se suele realizar sobre tinciones de
hematoxilina y eosina (H&E). El principal inconveniente de
esta técnica es que las mitosis representan un corto periodo
del ciclo celular y las figuras mitoticas son poco frecuentes
en la observacion al microscopio 6ptico.

> Medida de la sintesis de ADN. Entre los métodos que se
usan para medir la sintesis de ADN destacan:

% La incorporacion de timidina tritiada. Las limitaciones de
esta técnica son el uso de isétopos radioactivos y la pre-
inyeccion de los mismos para evaluar la sintesis de ADN.

¢ La incorporacion del nucledtido sintético andlogo a la
timidina  denominado  bromodesoxiuridina  (BrdU).
Requiere la pre-inyeccion de este analogo de la timidina
dos horas antes del sacrificio y es una de las técnicas
mas utilizadas y validadas.
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Citometria de flujo. Es una técnica objetiva para evaluar
la regeneracion hepatica. Su principal limitacion es la
necesidad de aislamiento de los hepatocitos y de la
presencia de equipos sofisticados que pueden no estar
disponibles en los laboratorios.

Técnicas inmunohistoquimicas basadas en el uso de
antigenos nucleares. Los antigenos nucleares mas
utilizados son el antigeno nuclear de células en
proliferacion (PCNA), ki67 y la ADN polimerasa alfa.
Estos meétodos son comunmente utilizados para
monitorizar la actividad regenerativa. Sus principales
limitaciones son estar sujetos a la variabilidad inter- e
intra-observador.

Identificacién de enzimas y proteinas asociadas con la
regeneracion hepdtica. Entre ellas destacan la timidina
quinasa, la ornitina descarboxilasa y la putrescina. Las
principales limitaciones son su posible confusion con el
estado nutricional del hospedador y la dificultad para la
obtencion de medidas precisas.

Test sanguineos. Estos test constituyen una herramienta
no invasiva para evaluar la regeneracion hepatica. Se
basan en las medidas en suero de timidina quinasa,
fibronectina y  a-fetoproteina. Las principales
limitaciones son que la sensibilidad y la especificidad de
estos tests deben ser bien determinadas.
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De todos los meétodos descritos para evaluar la regeneracion
hepatica, los mas utilizados son la incorporacion de BrdU y la expresion
de PCNA. Ambos son dependientes del ciclo celular (Figura 14) y son
considerados excelentes marcadores de la sintesis de ADN que precede
a la division de los hepatocitos. El PCNA abarca mas fases del ciclo
celular y es un marcador reproducible y exacto de la regeneracion
hepatica. Debido a las limitaciones inherentes de cada método, para
cuantificar de forma correcta la regeneracion hepatica actualmente se
recomienda realizar al menos dos marcadores independientes (Assy N,

Minuk GY, 1997; Jia 2011).

Ciclina E -

Ciclina B

Concentracion

Fase G, Fase S Fase G, Mitosis

Figura 14. Expresion diferencial de BrdU y PCNA en el ciclo celular. La expresion de PCNA
y BrdU depende del ciclo celular. La expresién de PCNA se inicia en la fase final de G1 y su
maxima deteccién es en la fase S. Mientras que BrdU se incorpora sélo a las células que se
encuentran en la fase S del ciclo celular. BrdU: bromodesoxiuridina; PCNA: Antigeno nuclear de
células en proliferacion. Imagen modificada de Cobb 2013.
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2.- INTERLEUCINA-6 (IL-6)

2.1.- IL-6 Y SU SENALIZACION

Las citocinas son pequenas proteinas de senalizacion que facilitan
las comunicaciones intercelulares entre varias células. Funcionan a
través de receptores de superficie, mediante los cuales activan rutas de
senalizacion que inducen cambios en el fenotipo y la funcion celular
(Brocker et al, 2010). Estas moléculas son producidas por distintos
tipos celulares e incluyen las interleucinas (ILs), interferones, factores
estimulantes de colonias y muchos factores de crecimiento (Scheller J,
Chalaris A, Schmidt-Arras D, et al, 2011).

Las interleucinas son producidas en gran cantidad de respuestas
inmunes. Su funciéon es modular el crecimiento, la diferenciacion y la
activacion celular durante una respuesta inmune, de forma que el
resultado de una respuesta inflamatoria va depender del balance de
citocinas producidas por las células implicadas en esa respuesta
(Brocker et al, 2010; Commins et al, 2010; Hammerich L, Tacke F,
2014). Dependiendo del contexto, las interleucinas pueden tener
funciones pro-inflamatorias o anti-inflamatorias. Esto hace que estas
citocinas representen un grupo de proteinas con un gran potencial
como dianas terapéuticas ya que son mediadores importantes en la
respuesta fisiologica a infecciones y también contribuyen de forma
significativa a la patofisiologia de un amplio rango de trastornos

(Brocker et al, 2010; Hammerich L, Tacke F, 2014).
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La IL-6 es una citocina pequena de 186 aminoacidos con
estructura globular (Xu et al 1997). Esta citocina ejerce multiples
efectos biologicos in vivo en diferentes especies. La localizacion del gen
que codifica para esta proteina es distinta segun las especies. En el
caso del hombre se localiza en el cromosoma 7 mientras que el gen de
IL-6 murino se localiza en el cromosoma S (Sehgal et al, 1986; Mock et
al, 1989). La IL-6 humana y de raton tienen un bajo grado de homologia
de secuencia (solo el 40%) y ademas presentan importantes diferencias
en la conservacion de los dos sitios de union de sus receptores (Veverka
et al, 2012). Sin embargo, la estructura de esta proteina esta bien
conservada, lo que podria explicar que se hayan encontrado las mismas
actividades biologicas de esta proteina en sistemas heterélogos (Xu et al
1997; Veverka et al, 2012).

La estructura de IL-6 se caracteriza por la presencia de 4 hélices
a (A, B, Cy D) (Figura 15). Las hélices A y B se disponen en la misma
direccion mientras que las hélices C y B van en la direccion opuesta. La
disposicion de estas hélices se corresponde a una topologia up-up-
down-down. La union entre las hélices es posible gracias a un bucle
largo que une las hélices A y B, un bucle corto que une las hélices By C
y finalmente un segundo bucle largo entre C y D. Ademas, existe una
hélice adicional localizada fuera del haz que contiene las cuatro hélices

a, llamado hélice E (Somers et al, 1997; Xu et al 1997).
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Sitio Il =& gp130

Figura 15. Representacion de la estructura de IL-6. Las cuatro hélices principales estan
marcadas como A, B, C y D. La hélice extra al final del bucle esta marcada como hélice E. En
circulos de color naranja se muestran los sitios de unién al receptor. IL-6: Interleucina-6.
Imagen modificada de Somers et al, 1997.

La IL-6 es una citocina con efectos tanto locales como sistémicos,
y juega un papel importante en la respuesta inflamatoria aguda. Se
considera una interleucina pleiotropica porque esta asociada con un
amplio rango de funciones biolégicas que incluyen la regulacion de la
respuesta inmune, la hematopoyesis, la inflamacion y la oncogénesis
(Kishimoto T, 2010). También se ha observado que la IL-6 activa genes
implicados en diferenciacion, supervivencia, apoptosis, proliferacion y
es capaz también de mediar ciertas respuestas anti-inflamatorias
(Heinrich et al, 2003). Pertenece a una familia de citocinas que se ha
englobado con el término de “familia de IL-6” que comprende a la IL-6,
la IL-11, el factor inhibidor de leucemia (LIF), la OSM, el factor

neurotrofico ciliar (CNTF), la cardiotrofina 1 (CT-1), la neurotrofina 1
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novel (NNT-1), la neuropoyetina (NPN), la IL-33 y la IL-27 (Heinrich et al,
2003; Scheller J, Chalaris A, Schmidt-Arras D, et al, 2011; Hammerich

L, Tacke F, 2014).

2.1.1.- Receptores de IL-6

Los receptores que median las actividades biologicas de la IL-6
son el receptor de IL-6 de 80 kiloDalton (kDa) llamado IL-6R (también
designado como CD126 o gp80) y la proteina transductora de la senal
transmembrana gpl30 (también designada como CD130) (Heinrich et
al, 2003; Scheller J, Chalaris A, Schmidt-Arras D, et al, 2011). Es bien
conocido que la uniéon de IL-6 a IL-6R no produce senalizacion. Para
que la senalizacion se inicie, es necesario que el complejo IL-6/IL-6R se
asocie con un segundo receptor llamado gp130 (Heinrich et al, 2003;
Scheller Scheller J, Chalaris A, Schmidt-Arras D, et al, 2011; Schmidt-
Arras D, Rose-John S, 2016).

La familia de la IL-6 se caracteriza por presentar un perfil de
reclutamiento de receptores que en todos los casos implica al menos a
una molécula de gp130, con la excepcion de IL-31 (Figura 16). IL-6, IL-
11, CT-1, CNTF, NPN, NNT-1 e IL-27 se unen especificamente a sus
respectivas subunidades del receptor, antes de unirse al receptor
gpl130. Mientras que la IL-6 y la IL-11 son las unicas citocinas de la
familia de IL-6 que senalizan via homodimeros de gp130, el resto de la
familia de IL-6 senaliza via heterodimeros de gp130 y otro receptor. En
el caso de LIF, CNTF, CT-1, NPN, NNT-1 y OSM senalizan via

heterodimeros de gp130 y el receptor de LIF (LIFR) mientras que en el
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caso de IL-27 senaliza a través de un heterodimero formado por gp130 y
WSX-1. La OSM es también capaz de senalizar a través de un
heterodimero de gp130 con el receptor de OSM (OSMR). Ademas, OSM y
LIF son capaces de poner en marcha la senalizacion sin necesidad de
reclutar subunidades adicionales de receptores especificos. En el caso
de IL-31, se ha encontrado que es la Unica citocina de la familia de IL-6
que no requiere al receptor gpl30 para desencadenar una ruta de
senalizacion; en su lugar, induce la formacion de un heterodimero entre
un receptor tipo gp130 (GPL) y OSMR (Heinrich et al, 2003; Scheller J,

Chalaris A, Schmidt-Arras D, et al, 2011).

Homodimeros Heterodimeros Heterodimeros
gp130/gp130 : gp130 con otro receptor f nocon gp130

gp130/ gp130/ GPL/
gp130/LIFR WSX-1 OSMR OSMR

e

I-6 IL-11f LF CT-L CNTF OSM NPN NNT-1 IL-27 OSM § IL-31

Figura 16. Esquema representativo de los receptores de la familia de IL-6. Todos los
miembros de la familia de IL-6 sefializan a través de gp130, a excepcion de IL-31. IL-6, IL-11
CNTF, CT-1, NPN, NNT-1 e IL-27 necesitan receptores especificos adicionales para
posteriormente sefalizar a través de gp130. IL-6 e IL-11 senalizan via homodimeros de gp130,
LIF, CT-1, CNTF, OSM, NPN, NNT-1 via heterodimeros gpl130/LIFR, IL-27 via heterodimeros
gpl130/WSX-1 y OSM puede ademas senalizar a través de heterodimeros gp130/OSMR. IL-31
no senaliza por gp130 sino a través del heterodimero de GPL/OSMR. Gp130: Glicoproteina 130;
IL-6: Interleucina-6; IL-31: Interleucina-31; IL-11: Interleucina-11; CNTF: Factor neurotréfico
ciliar; CT-1: Cardiotrofina 1; NPN: Neuropoyetina; NNT-1: Neurotrofina 1 Novel, ; IL-27:
Interleucina-27; LIF: Factor inhibidor de leucemia; OSM: Oncostatina M; LIFR: Receptor de LIF;
OSMR: Receptor de OSM; GPL: Receptor tipo gp130; EBI3: Gen 3 inducido por el virus Epstein-
Barr.
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I[L-6 presenta en su estructura 3 sitios distintos de uniéon para
estos receptores que se han designado como (Figura 15) (Scheller J,
Chalaris A, Schmidt-Arras D, et al, 2011):

» Sitio I: esta formado por los residuos C-terminal de la hélice
D y la parte C-terminal del bucle AB. Este sitio es especifico
para la union de IL-6R. IL-6 R se une por los dominios 2y 3
al sitio I de IL-6 (Wiesinger et al, 2009).

» Sitio II: esta formado por residuos localizados en el medio
de las hélices A y C. Este sitio es necesario para reclutar a
gpl30, e IL-6 interactia con los dominios 2 y 3 de esta
glicoproteina (Boulanger et al, 2003).

» Sitio III: esta constituido por los residuos localizados en la
parte N-terminal del bucle AB (Sitio IIla) y los residuos C-
terminal de la hélice D (Sitio IIIb). Constituye el otro sitio de
union para gpl130. El contacto se produce con el dominio 1
o dominio tipo Inmunoglobulina de gp130 (Boulanger et al,
2003).

IL-6R y gp130 son proteinas glicosiladas de membrana tipo I.
Tanto IL-6R (Schuster et al, 2003) como gpl130 (Giese et al, 2005;
Tenhumberg et al, 2006) existen en forma de dimeros inactivos en la
membrana plasmatica. Estudios funcionales y estructurales sugieren
que la IL-6 forma complejos de senalizacion hexameéricos que estarian
formados por dos moléculas de IL-6, dos moléculas de IL-6R y dos
moléculas de gpl30 (Boulanger et al, 2003; Scheller J, Chalaris A,

Schmidt-Arras D, et al, 2011) (Figura 17.A).
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A SENALIZACION CLASICA DE IL-6 B TRANS-SENALIZACION DE IL-6

Hepatocitos, leucocitos,
macroéfagos, neutrofilos, C Transcripcion
células epiteliales biliares de un ARNm
y células estrelladas hepéaticas alternativo
ADAM 17
IL-6 IL-6 \
(D IL-6 OQD SIL-6R |—|

IL-6 IL-6
|:| sgp130
l -~

e
o 4 — 8% g 8 s g
(S SR = § o ;
O)

Transcripcién

de un ARNm

ﬁ ﬁ ﬁ alternativo

SENALIZACION SENALIZACION  SENALIZACION

Figura 17. Esquema de los dos mecanismos de sefializacion de IL-6 en las células diana. A.
Senalizacién clasica de IL-6. La pueden presentar las células que expresan IL-6R en su
membrana como es el caso de los hepatocitos, leucocitos, macréfagos, neutrofilos y algunas
células epiteliales (células epiteliares biliares) y no epiteliales (células estrelladas hepaticas). El
complejo de senalizacion esta formado por dos moléculas de IL-6 que se unen a dos moléculas
de IL-6R presentes en la membrana de las células diana. Esta unién provoca el reclutamiento
de dos moléculas de gp130 que inducen la sehalizacion aguas abajo de esta citocina. B. Trans-
senalizacion de IL-6. Las células que sé6lo expresan gpl30 en su membrana sélo pueden ser
activadas por el complejo IL-6/sIL-6R. sIL-6R se generaria por la actividad proteolitica de ADAM
17 en células que expresan en su membrana IL-6R o por la transcripcion de un ARNm
alternativo. El complejo IL-6/sIL-6R se uniria posteriormente a gp130, proteina expresada de
forma ubicua en la membrana de muchas células, induciendo la senalizaciéon de IL-6. Por
transcripcién de un ARNm alternativo, se puede generar sgpl30, el cual puede unirse al
complejo formado por IL-6 y sIL-6R evitando su unién a gp130 y, por tanto, inhibiendo la trans-
senalizacién. IL-6: Interleucina-6; IL-6R: Receptor de IL-6; Gp130: Glicoproteina 130; s-IL6R:
Receptor soluble de IL-6. sgp130: Glicoproteina 130 soluble.

Aunque la expresion de la glicoproteina gpl30 es ubicua, el
numero de células que responden a IL-6 es limitado, ya que la
expresion de las unidades especificas de IL-6R es restringida y
estrictamente regulada (Heinrich et al, 2003). IL-6R se expresa en pocos
tipos celulares como son hepatocitos, leucocitos, macrofagos,
neutrofilos y algunas células epiteliales (células epiteliares biliares) y no

epiteliales (como por ejemplo células estrelladas hepaticas) (Scheller J,
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Chalaris A, Schmidt-Arras D, et al, 2011; Rose-John S, 2006). Se ha
encontrado que la IL-6 tiene afinidad por IL-6R pero no por gpl30, y
que el IL-6R por si solo no tiene afinidad por gp130. Solo cuando se
forma el complejo IL-6/IL-6R tiene lugar la uniéon a gp130. Por lo tanto,
solo las células que expresan IL-6R pueden responder a IL-6 por la via
clasica (Kishimoto 2005; Schmidt-Arras D, Rose-John S, 2016).

Los receptores solubles se han revelado como importantes
reguladores de los efectos inflamatorios de la senalizacion de citocinas.
Se han descrito dos mecanismos que permiten producir el receptor
soluble de IL-6 (sIL-6R). Uno de ellos es dependiente de la actividad
proteolitica de la metaloproteinasa ADAM 17 (TACE), que libera IL-6R
de la membrana plasmatica (Mullberg J, Schooltink H, et al, 1993). El
otro mecanismo depende de la transcripcion de un ARNm alternativo
para IL-6R, que no tiene el dominio transmembrana y citosélico (Figura
17.B) (Lust et al, 1994; Scheller J, Chalaris A, Schmidt-Arras D, et al,
2011). El sIL-6R producido por el ARNm alternativo so6lo ha sido
descrito en humanos y no se ha identificado en el ratéon. Esto sugiere
que el sIL-6R circulante en raton procede exclusivamente de la
actividad proteolitica de ADAM 17 (Scheller J, Chalaris A, Schmidt-
Arras D, et al, 2011).

La capacidad de union a IL-6 por parte de sIL-6R se mantiene
intacta. La formacion del complejo IL-6/sIL-6R permite la asociacion
con gpl30 y, por tanto, el inicio de la senalizacion intracelular
(Mackiewicz et al, 1992). Esta senalizacion ocurre en células que no

expresan IL-6R en su membrana y aumenta por tanto el numero de
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células diana para IL-6 (Mackiewicz et al, 1992; Schmidt-Arras D, Rose-

John S, 2016). En resumen, existen dos mecanismos para activar
gp130 en células diana:

» El primero implica la activacion de células via IL-6R de

membrana, que tras su union a la IL-6 provoca la uniéon a

gpl30 y desencadena la senalizacion intracelular. Este

mecanismo se ha denominado como senalizacion clasica

(Figura 17.A) (Scheller J, Chalaris A, Schmidt-Arras D, et
al, 2011; Schmidt-Arras D, Rose-John S, 2016).

» El segundo mecanismo consiste en la activacion por el
complejo IL-6/sIL-6R de células que solo expresan gpl30.

Este mecanismo se ha denominado trans-senalizacion

(Figura 17.B).

Estudios con ratones KO condicionales para IL-6R en hepatocitos
han mostrado una reduccion de los niveles en suero de sIL-6R del 32%.
La delecion condicional del gen de IL-6R en células hematopoyéticas
resulté en una reduccion de sIL-6R del 60%. La conclusion de estos
estudios es que los hepatocitos y las células hematopoyéticas son las
principales fuentes de sIL-6R circulante (McFarland-Mancini et al,
2010; Scheller J, Chalaris A, Schmidt-Arras D, et al, 2011).

Otros estudios con ratones doble KO para IL-6/sIL-6R (IL-6-/-
/sIL-6R-/-) han mostrado que estos ratones presentan hematopoyesis
extramedular masiva y proliferacion hepatocelular aumentada en
comparacion con ratones KO para IL-6 (IL-6-/-) (Peters et al, 1997;

Maione et al, 1998). Dado que estos fenotipos no se han encontrado en
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ratones KO para IL-6, la respuesta al complejo IL-6/sIL-6R in vivo
parece ser substancialmente diferente a la respuesta a la IL-6 (Peters M,
Muller A, et al, 1998). Se han planteado varias hipotesis para explicar
esta respuesta celular a IL-6/sIL-6R (Figura 18) (Dittrich et al, 1994;
Peters M, Blinn G et al, 1998):

» Las células que presentan en su superficie IL-6R expresan
mas unidades de gp130 en su membrana que IL-6R.

» La estimulacion con IL-6 provoca una internalizacion rapida
de esta citocina y, por tanto, conduce a un cese de la
senalizacion. El complejo IL-6/sIL-6R, por el contrario,
produciria poca internalizacion al unirse a las células diana
y prolongaria la senalizacion.

El aumento de la senal debido a la presencia de mas moléculas de
gp130 en la membrana junto con una prolongada senalizacion debido a
la no internalizacion del complejo IL-6/sIL-6R, resultaria en una
respuesta celular distinta no solo a nivel cuantitativo sino también a

nivel cualitativo (Rose-dohn 2012).
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Figura 18. Distribucion de los receptores de IL-6 en las células que expresan IL-6R de
membrana. Las células, como los hepatocitos, que expresan IL-6R en su membrana presentan
mas moléculas de gpl30 que IL-6R. La estimulacion de IL-6 en estas células produce la
activacion de pocas moléculas gp130. Sin embargo, el complejo IL-6/sIL-6R estimularia a todas
las moléculas gp130, produciendo una mayor amplitud de la senal. IL-6R: Receptor de IL-6; IL-
6: Interleucina-6; Gpl30: Glicoproteina 130; s-IL6R: Receptor soluble de IL-6. Imagen
modificada de Rose-John 2012.

Interesantemente, se ha encontrado una forma soluble del
receptor gpl30 (sgpl30) a altas concentraciones en la circulacion
(100/400 ng/mL en plasma humano) (Narazaki et al, 1993). Sgp130 es
producido principalmente por “splicing” alternativo y se ha mostrado
que se puede unir al complejo formado por IL-6/sIL-6R presente en la
circulacion. De esta forma, actuaria como inhibidor de la trans-
senalizacion de IL-6. La senalizacion clasica, no obstante, no seria
afectada por sgpl130 (Figura 17B) (Mullberg J, Dittrich E, et al, 1993;
Jostock et al, 2001; Scheller J, Chalaris A, Schmidt-Arras D, et al,

2011).
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En condiciones normales, los niveles de IL-6 en sangre son
extremadamente bajos (1-5 pg/mL) (Scambia et al, 1994). Sin embargo,
los niveles de sIL-6R y sgpl30 se encuentran a elevadas
concentraciones en la circulacion (40-70 ng/mL y 100-400 ng/mL
respectivamente) (Honda et al, 1992; Padberg et al, 1999; Rose-John
2012). Estas concentraciones sugieren que, una vez que la IL-6 es
secretada, se une al sIL-6R en sangre y que el complejo IL-6/sIL-6R se
une a sgpl130. Esta union provoca la supresion de la senalizacion de IL-
6. So6lo cuando los niveles de IL-6 superan la concentracion de sIL-6R,
como ocurre en determinadas condiciones como en la inflamacion
severa, la IL-6 se puede unir al IL-6R de membrana en las células diana
(Waage et al, 1989; Scheller J, Rose-dohn S, 2012). Sin embargo, este
concepto podria no ser valido para condiciones fisiolégicas en las que la
[L-6 actia de forma paracrina, como ocurre en el caso de la
regeneracion hepatica. En el higado, la IL-6 producida por las células de
Kupffer va a actuar en los hepatocitos vecinos que presentan IL-6R en
su membrana y son capaces de responder a una elevacion de IL-6 local
(Scheller J, Chalaris A, Schmidt-Arras D, et al, 2011; Schmidt-Arras D,
Rose-John S, 2016).

El polimorfismo de un solo nucleétido en el gen de IL-6R que
resulta en el cambio del aminoacido glutamina por alanina, produce
concentraciones elevadas en suero de sIL-6R. La elevacion de sIL-6R en
sangre es debida a que el aminoacido alterado se encuentra en el lugar
donde se produce la escision de IL-6R de membrana (Mullberg et al,

1994) y causa una mayor liberacion de sIL-6R. Interesantemente, este

122



Introduccion

polimorfismo se ha relacionado con menor riesgo de padecer
enfermedad cardiaca (IL6R Genetics Consortium Emerging Risk Factors
Collaboration et al, 2012; Interleukin-6 Receptor Mendelian
Randomisation Analysis (ILBRMR) Consortium et al, 2012). El resultado
del efecto de este polimorfismo se ha explicado de dos formas diferentes:

» La liberacion de IL-6R de la membrana de células como
hepatocitos, macréfagos, monocitos, etc conduciria a una
pérdida de la senalizacion clasica de IL-6 en estas células
(Boekholdt SM, Stroes ES, 2012).

» Un aumento de los niveles de sIL-6R podria aumentar la
union de la IL-6 presente en sangre a este receptor y este
complejo podria unirse a sgpl130. Esta union provocaria la
supresion de la senalizacion de IL-6 y por consiguiente, de

la actividad de IL-6 (Scheller J, Rose-dJohn S, 2012).

2.1.2.-Vias de senalizacion de la IL-6

La union de las citocinas de la familia de la IL-6 a sus receptores
especificos induce la dimerizacion de gpl130, LIFR y OSMR. Estos
receptores son comunes para las distintas citocinas de la familia de IL-
6, y su dimerizacion induce la activacion de tirosina quinasas de la
familia Janus (JAK) (Stahl et al, 1994; Radtke et al, 2002; Heinrich et
al, 2003).

Los receptores transductores de la senal como gpl130, LIFR y
OSMR, no poseen una actividad quinasa intrinseca. Esta senalizacion

es mediada por las tirosina quinasas JAK. Estas quinasas son proteinas
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intracelulares de 120-140 kDa, de las cuales existen 4 miembros en

mamiferos:

JAK1, JAK2 y Tyk2, que son expresados en una amplia

variedad de tejidos, y JAK3, cuya expresion esta restringida al sistema

hematopoyético (Verbsky et al 1996; Pellegrini S, Dusanter-Fourt I,

1997; Haan et al, 2001; Haan et al, 2006). La similitud de la secuencia

de los miembros de la famlia JAK sugiere que se caracterizan por

presentar siete regiones de homologia JAK (JH) (Figura 19.A) (Wilks et

al 1991; Pellegrini S, Dusanter-Fourt I, 1997; Haan et al, 2001; Radtke

et al, 2002;

>

>

>

>

Wang SW, Sun YM, 2014):
JH1: localizado en el extremo carboxilo terminal, constituye
el tnico dominio con actividad enzimatica y se le conoce

como dominio quinasa.

JH2: localizado junto al dominio JH1. A diferencia de éste
no presenta actividad catalitica, pero es esencial para
regular la actividad de la enzima y se ha designado como

dominio pseudoquinasa.

JH3-JH4: localizados junto al dominio JH2. Su funcion es
unirse a péptidos que contienen fosfotirosina mediante
puentes de hidréogeno y se les ha designado como dominio

de homologia 2 a Scr (SH2).

JH4-JH7: localizados en el extremo amino terminal. Estan
implicados en la union con el receptor de citocinas de la
familia de IL-6 y ademas intervienen en la union de las

proteinas JAKs con la membrana plasmatica. Se ha
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designado como dominio de proteinas tipo 4.1, Ezrina,

Radixina y Moesina (FERM).

A Estructura de proteinas JAKs

NH2{ |JH7| |JH6| [JH5| |JH4| [JH3 JH2 JH1 | [COOH
. 4 g N Y Y,
Dominio Dominio Dominio Dominio
FERM SH2 pseudoquinasa quinasa

B Estructura de proteinas STATs

NH2{ Dominio ngmig Dominio de | Dominio SH2 Dominio _COOH
N-terminal espiral unioén al ADN | conector Transactivacion
Yos
C Estructura de proteinas SOCS 705 727
NH2. KIR SH2 gglgs LCOOH
D  Estructurade proteinas PIAS
Retencion nuclear
LXXLL m RING AD SIT
NH2- -COOH

- /)
Ligasa SUMO E3

Figura 19. Organizacion estructural de varios componentes de la sefalizacion de IL-6. A.
Los dominios estructurales de las proteinas JAKs se han designado como regiones de homologia
JAK (JH1-JH7). Estas proteinas presentan cuatro dominios funcionales: dominio FERM,
dominio SH2, dominio pseudoquinasa y dominio quinasa cataliticamente activo. B. La
estructura de las proteinas STATs incluyen los siguientes dominios: dominio N-terminal,
dominio de doble espiral, dominio de unién al ADN, dominio conector, dominio SH2 y dominio
de transactivacién que posee los sitios de fosforilacién en los residuos de tirosina (Y705) y
serina (S727). C. Las proteinas SOCS presentan en su estructura los siguientes dominios:
dominio KIR, dominio central SH2 y dominio caja SOCS. D. La estructura de las proteinas PIAS
incluye los siguientes dominios: dominio N-terminal con un motivo LXXLL, dominio PINIT
implicado en la retenciéon nuclear, dominio RING, dominio AD y dominio S/T. El dominio PINIT
y RING estan implicados en la actividad ligasa SUMO E3. JAK: Proteinas tirosina quinasas
Jano; JH: Holomologia JAK; FERM: Proteinas tipo 4.1, Ezrina, Radixina y Moesina; SH2:
Homologia 2 a Scr. STATs: Transductores de sefial y activadores de la transcripcién; ADN: Acido
desoxirribonucléico; SOCS: Supresores de la sefalizacion por citocinas; KIR: Region inhibidora
quinasa; PIAS: Proteinas inhibidoras de los STATs activados; PINIT: Prolina-Isoleucina-
Asparagina-Isoleucina-Treonina; RING: de sus siglas en inglés "Really Interesting New Gene"
(“Nuevo Gen Realmente Interesante”); AD: Dominio acido; S/T: Serina/Treonina.

Las proteinas JAKs se unen a los receptores de citocinas por la
region proxima a la membrana, que contiene los motivos llamados caja

125



Introduccion

1 y caja 2 (Figura 20). El motivo caja 1 es rico en prolina y es una
region muy conservada mientras que el motivo caja 2 es una secuencia
dominada por aminoacidos hidrofobicos seguidos por unos aminoacidos
cargados (Heinrich et al, 1998). La delecion de estos motivos mediante
distintas técnicas suprime la union de JAK a los receptores de citocinas
y demuestra que la superficie de interaccion entre los receptores de
citocinas y JAKs implica multiples sitios de contacto (Murakami et al
1991; Haan et al, 2000; Heinrich et al, 2003).

La familia de citocinas de IL-6 activa JAK1, JAK2 y Tyk2, aunque
estudios con células deficientes en JAK1 han establecido que esta
proteina quinasa juega un papel central en la transduccion de la senal
en esta familia de citocinas (Rodig et al, 1998; Radtke et al, 2002;
Heinrich et al, 2003). En el caso de la IL-6, esta citocina activa a JAK1,
JAK2 y Tyk2 (Stahl et al, 1994; Lutticken et al, 1994; Narazaki et al,
1994). Estudios con células procedentes de ratones KO para JAKI1
(JAK1-/-) han mostrado que la respuesta biolégica a la IL-6 esta
suprimida. Las células de ratones KO para JAK2 (-/-), por el contrario,
son capaces de responder a la IL-6. Se ha observado ademas que la
sobrexpresion de JAK2 mediante el empleo de un dominante negativo,
reprime la via de senalizacion de gp130 (Guschin et al, 1995, Rodig et al
1998; Neubauer et al, 1998; Heinrich et al, 1998). A la vista de estos
resultados, JAK1 y JAK2 parecen competir por los sitios de union al
receptor y ser ambos importantes en la transduccion de la senal de

IL-6.
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Figura 20. IL-6 activa la ruta de sefalizacion JAK/STAT y la cascada de MAPK. (1) IL-6 se

une al IL-6R y promueve la dimerizacion de dos moléculas gp130 y la activacién de las proteinas
JAKs asociadas por los motivos cajal y caja2 a gpl30. La activaciéon de las proteinas JAKs
desencadena la fosforilacion en los residuos de tirosina de gp130 que sirven de sitios de unién

ara moléculas que contienen dominios SH2 como STAT-3. Las cuatro tirosinas mas distales
(Y767, Y814, Y905, Y915) del receptor gp130 sirven de sitio de unién para STAT-3. Tras unirse
al receptor gpl130, STAT-3 es fosforilado por JAKs en el residuo de tirosina localizado en el
extremo C-terminal. La fosforilacion de STAT-3 puede ser llevada a cabo por otros receptores
como RTK de EGF, PDGF, FGF, receptores no asociados a tirosina quinasas como Ret, Src o la
proteina de fusién Bcl-Abl. La fosforilacion en tirosina es clave para la interaccién por los
dominios SH2 entre 2 moléculas STAT-3 activadas (homodimeros) o entre una molécula STAT-3
activada con un STAT-1 activado (heterodimeros). Los dimeros STAT-3 se translocan al nucleo
por un mecanismo dependiente de importina a-3 y a-6. En el nucleo, se unen a secuencias
consenso en el ADN dentro de los promotores de los genes diana para activar o reprimir la
transcripcién de estos genes. Ademas, STAT-3 puede cooperar con otros FTC para regular la
expresion de numerosos genes. (2) Existen tres reguladores negativos de la ruta de sefalizacién
IL-6 /JAK/STAT: SOCS-3, PIAS3 y PTPs. STAT-3 activa la expresion del gen SOCS-3. SOCS-3
puede inhibir la sefalizacién de STAT-3 de dos maneras. Una es uniéndose al receptor de
citocinas gpl30. Esta union resulta en el bloqueo del reclutamiento de transductores de la
sefial. La segunda manera seria uniéndose a las proteinas JAKs asociadas a gp130. Esta unién
inhibe la actividad quinasa de JAKs. Ademas, SOCS-3 actiia como un regulador positivo de la
cascada de MAPK. En respuesta a distintos factores de crecimiento, SOCS-3 es fosforilado en
tirosina y se une e inactiva al regulador negativo de la sefhalizacion de Ras (RasGAP),
promoviendo la ruta de sefializacion de las MAPK. La ruta de MAPK permanece siempre activa
dado que RasGTP no se transforma en RasGDP porque RasGAP permanece inactivo. PIAS3 es el
segundo regulador negativo de la ruta IL-6/JAK/STAT. Su mecanismo de accién consiste en
unirse a STAT-3 y/o reclutar coR para inhibir la actividad transcripcional de STAT-3. Ademas,
PIAS3 presenta actividad ligasa SUMO E3 y lleva a cabo la SUMOilacién de STAT-3. Como
resultado de este proceso, se reprime la actividad transcripcional de STAT-3. La tercera clase de
reguladores negativos de la ruta de senalizaciéon IL-6/JAK/STAT son las PTPs. Las PTPs (SHP-1
y SHP-2) disminuyen la activaciéon de STAT-3 por desfoforilacion directa de los dimeros STAT-3,
inhibiendo la actividad transcripcional de los mismos. (3) Las proteinas JAKs en respuesta a IL-
6 también fosforilan la segunda tirosina mas cercana a la membrana del receptor de citocinas
gp130. Esta fosfotirosina sirve de sitio de unién para moléculas que contienen dominios SH2
como SHP2. Tras unirse a gp130, SHP2 es fosforilado por JAKs y promueve su asociaciéon con
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proteinas adaptadoras como Grb2. Esta unién induce el reclutamiento de SOS que estimula la
cascada Ras-Raf-MAPK que promueve la expresion de genes relacionados con supervivencia. IL-
6: Interleucina-6; JAK: Proteinas tirosina quinasas Jano; STAT: Transductor de senal y
activador de la transcripcion; MAPK: Quinasas activadas por mitoégenos; IL-6R: Receptor de IL-
6; Gp130: Glicoproteina 130; SH2: Homologia 2 a Scr; STAT-3: Transductor de senal y activador
de la transcripcion 3; RTK: Receptores tirosina quinasa; EGF: Factor de crecimiento epidérmico;
PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas; FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos;
ADN: Acido desoxirribonucléico; FTC: Factores de transcripciéon;SOCS-3: Supresor de la
sefializaciéon por citocinas 3; PIAS: Proteinas inhibidoras de los STATs activados; PTPs:
Proteinas tirosina fosfatasas; RasGAP: Proteina activadora de la GTPasa Ras; CoR: Co-
represores transcripcionales; SUMO: Pequenos modificadores parecidos a la ubiquitina. SHP-1:
Proteina tirosina fosfatasa 1 compuesta de dominios SH2; SHP-2: Proteina tirosina fosfatasa 2
compuesta de dominios SH2.

La via de senalizacion de la IL-6 comienza con la union de esta
citocina a su receptor (IL-6R), lo que induce la dimerizacion de gp130
(Figura 20). Este proceso promueve la activacion de JAKs en las células.
Esta activacion es posible porque dos moléculas JAKs se encuentran
proximas a los dominios citoplasmaticos de las dos subunidades del
receptor gpl30 y permiten la trans-fosforilacion (Lutticken et al, 1994;
Stahl et al, 1994; Fukada et al, 1996; Rawlings et al, 2004). La
activacion de estas proteinas JAKs desencadena la fosforilacion de
residuos de tirosina en los receptores gp130 (Taga T, Kishimoto T, 1997;
Hirano 1998; Dierssen et al 2008). Estos residuos sirven de sitios de
union para moléculas que contienen dominios SH2, entre las que se
encuentran los factores de transcripcion STAT, SOCS-3, la proteina
tirosina fosfatasa 2 compuesta de dominios SH2 (SHP-2) o la proteina
adaptadora shc que puede contribuir a la activacion de MAPK (Hirano et
al, 1994; Kuropatwinski et al, 1997; Taga T, Kishimoto T, 1997,
Schmitz et al 2000; Wang et al, 2000; Radtke et al, 2002).

La familia de proteinas STAT posee funciones duales, como la
transduccion de la senal en el citoplasma y la activacion de la expresion

de genes en el nucleo. Se han identificado siete miembros en
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mamiferos: STAT-1, STAT-2, STAT-3, STAT-4, STAT-5 (STAT-5a y STAT-
SB) y STAT-6. Existen aproximadamente 40 polipéptidos que son
capaces de activar a uno o mas STATs (Darnell JE Jr 1997; Zhang et al,
2000). La mayoria de los miembros de esta familia son ubicuamente
expresados, a excepcion de STAT-4 que presenta un mayor nivel de
expresion en testiculo y en células mieloides (Herrada et al, 1994;
Zhong et al, 1994). La estructura de estas proteinas esta muy
conservada, presentando varios dominios funcionales (Figura 19.B)
(Zhang et al, 2000; Wang SW, Sun YM, 2014):

» Dominio N-Terminal: este dominio promueve que los

dimeros STATs interactien y se unan a multiples sitios en
el ADN relacionados con rutas de senalizacion de
crecimiento oncogénico (Xu et al 2005).

» Dominio de doble espiral "coiled-coil”: localizado junto al

dominio N-terminal, se ha relacionado con la interaccion
proteina-proteina (Zhang et al, 1999). Es ademas esencial
para la union al receptor gpl130 a través de los dominios
SH2 y para la activacion posterior de STATs mediada por
citocinas.

» Dominio de unién al ADN: localizado junto al dominio

“coiled-coil”, corresponde a la region central para las
proteinas STATs (excepto para STAT-2), y su funcion es
regular la uniéon al ADN especifica para cada STAT (Ma J,

Cao X, 2006).
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> Dominio conector: es una o-helice localizada antes del

dominio clasico SH2.

» Dominio SH2: localizado junto al dominio conector, es

esencial para formar dimeros entre dos monomeros STATSs
activados y para la interaccion con los residuos de
fosfotirosina del receptor gp130 (Subramaniam et al, 2013).

> Dominio C-terminal de transactivacion: se relaciona con la

formacion de estructuras cuando se produce la interaccion
con otros complejos. En ese dominio en la posicion 705
existe un residuo de tirosina que juega un papel importante
en la activacion de STAT (excepto para STAT-2 y STAT-6), y
una serina conservada en la posicion 727 que regula la
actividad transcripcional de STAT (Shuai 1999).

Los factores de transcripcion STATs se encuentran latentes en el
citoplasma hasta que son activados (Reich NC, Liu L, 2006). La
activacion de STATs por distintos ligandos depende de las interacciones
especificas entre los dominios SH2 de estas proteinas y los residuos en
fosfotirosina de cada receptor (Subramaniam et al 2013; Wang SW, Sun
YM, 2014). En el caso de las citocinas de la familia IL-6, se ha
observado la activacion de STAT-3 y en menor medida de STAT-1
(Heinrich et al 1998; Brantley EC, Benveniste EN, 2008). En la
senalizacion de IL-6, en particular, es necesario el reclutamiento de
STAT-3 que es producido por las proteinas JAKs activadas. Estas
proteinas fosforilan las cuatro tirosinas mas distales (Y767, Y814, Y905,

Y915) de la membrana del receptor gp130, las cuales sirven de sitios de
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union para proteinas con dominios SH2 como STAT-3 (Stahl et al, 1995;
Fukada et al, 1996; Gerhartz et al, 1996; Dierssen et al, 2008). Tras
dicha union, STAT-3 va a ser fosforilado por las proteinas JAKs en el
residuo de tirosina localizado en el extremo C-terminal. Esta
fosfotirosina va a permitir la interaccion con el dominio SH2 de un
segundo STAT-3 activado o con un STAT-1 activado para formar homo o
heterodimeros respectivamente (Figura 20) (Rawlings et al, 2004;
Brantley EC, Benveniste EN, 2008; Abroun et al, 2015).

Los dimeros de STATs se translocan al nucleo por un mecanismo
dependiente de importina a y de la actividad de la GTPasa Ran. En el
caso de STAT-3, la translocacion al nucleo se produce por la interaccion
con importina a-3 y a-6 mientras que STAT-1 interactua con importina
a-5 (Liu et al, 2005; Sekimoto et al, 1996; Heinrich et al, 1998;
Rawlings et al, 2004; Germain D, Frank DA, 2007). Una vez en el
nucleo, se unen a secuencias consenso en el ADN dentro de los
promotores de los genes diana como son c-jun, c-myc, Jun B, proteinas
potenciadoras de union a CCAAT (C/EBP) y genes de fase aguda, para
activar o reprimir la transcripcion de estos genes (Hibi et al, 1996; Akira
1997; Rawlings et al, 2004; Gao 2005; Reich NC, Liu L, 2006; Brantley
EC, Benveniste EN, 2008; Abroun et al, 2015). Ademas, se ha
observado que las proteinas STATs pueden cooperar con otros factores
de transcripcion (FTC) para regular la expresion de numerosos genes
como bcl-2, bcl-xL, mcl-1, p21WAF1/CIP1, y ciclina D1 (Fukada et al,
1996; Grandis et al, 2000; Germain D, Frank DA, 2007; Brantley EC,
Benveniste EN, 2008; Abroun et al, 2015).
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Ademas de la IL-6, existen otros ligandos que son capaces de
activar a STAT-3 como son IFNs, OSM, LIF, el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), FGF, EFG, IL-5, IL-11, IL-22, CNTF, el
factor estimulante de colonias de macrofagos 1 (CSF-1) y la proteina
morfogénica 6sea 2 (BMP2) (Figura 21) (Gao 2005; Heinrich et al, 2003;
Brantley EC, Benveniste EN, 2008; Abroun et al, 2015). STAT-3 puede
ser fosforilado también por otras quinasas distintas a las de la familia
JAK, como son los receptores de tirosina quinasa (RTK) del EGF, PDGF
y FGF o receptores no asociados a tirosina quinasas como Ret, Src o la
proteina de fusion Bcl-Abl (Figura 20) (Brantley EC, Benveniste EN,
2008). La presencia de distintos ligandos y quinasas que pueden activar
STAT-3 aumenta la posibilidad de que este factor de transcripcion
active o reprima la expresion de genes diana en distintos procesos
celulares.

STAT-3 media la expresion de una gran variedad de genes y juega
un papel importante en muchos procesos celulares como el crecimiento
celular y apoptosis (Abroun et al 2015). Estos eventos celulares son
criticos para la hematopoyesis, desarrollo inmune y otros procesos y,
por tanto, la actividad de STAT-3 debe ser finamente regulada (Rawlings
et al, 2004; Brantley EC, Benveniste EN, 2008; Abroun et al, 2015).

Existen tres clases principales de reguladores negativos de la ruta
JAK/STAT (Greenhalgh CJ, Hilton DJ, 2001; Rawlings et al, 2004;
Brantley EC, Benveniste EN, 2008; Abroun et al, 2015):

» Las proteinas SOCS.

» Las proteinas inhibidoras de los STATs activados (PIAS).
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» Las proteinas tirosina fosfatasas (PTPs).

Las proteinas SOCS constituyen uno de los reguladores negativos
de la ruta JAK/STAT. Es una familia de proteinas formada por al menos
ocho miembros que contienen en su estructura un dominio central SH2
y un dominio llamado caja SOCS en el extremo C-terminal. En el caso
de SOCS-3 y SOCS-1 existe ademas una region inhibidora quinasa
(KIR) en el extremo N-terminal (Figura 19.C) (Heinrich et al, 1998;
Rawlings et al, 2004; Yoshimura et al, 2007; Boyle et al, 2009; Brantley
EC, Benveniste EN, 2008; Abroun et al, 2015). La expresion de estas
proteinas esta regulada por citocinas como IL-6, LIF, IL-11, IL-27 y
OSM (Endo 1997; Naka et al, 1997; Starr et al 1997; Blanchard et al,
2001; Heinrich et al, 2003; Qin et al, 2007). Estas citocinas activan a
los factores de transcripcion STATs que estimulan la transcripcion de
los genes SOCS. Las proteinas SOCS resultantes atentan la actividad
de STATs mediante la union a las proteinas JAKs y a los receptores de
citocinas fosforilados, inhibiendo esta ruta de senalizacion. Este
mecanismo de regulacion negativa llevado a cabo por SOCS se realiza a
tres niveles (Starr et al, 1997; Rawlings et al, 2004; Boyle et al, 2009;
Brantley EC, Benveniste EN, 2008; Abroun et al, 2015):

» Mediante el bloqueo del reclutamiento de transductores de

la senal por la unién de estas proteinas mediante su
dominio SH2 a los residuos de fosfotirosina de los

receptores de citocinas.
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> Mediante la inhibiciobn de la actividad quinasa de las

proteinas JAK por su union directa a las proteinas JAKs o a

los receptores de citocinas.

» Mediante la ubiquitinacion de las proteinas JAKs por

interaccion de las proteinas SOCS con el complejo elongina
BC y culina 2. Este proceso de ubiquitinacion conduce a la
degradacion proteosomal de las proteinas JAKs y
presumiblemente de los receptores de citocinas, y como
consecuencia, disminuye la estabilidad de estas proteinas.
SOCS-1 y SOCS-3 inhiben la ruta de senalizacion de citocinas de
la familia de IL-6. Su mecanismo de accion es actuar sobre las
proteinas JAKs, y de esta forma inhibir la fosforilacion de gp130, STATs
y las proteinas JAKs en si mismas (Starr et al, 1997; Naka et al, 1997;
Heinrich et al, 2003). En la senalizacion de la IL-6, se activa STAT-3 que
induce la expresion de SOCS-3 (Croker et al, 2003; Qin et al, 2007;
Brantley EC, Benveniste EN, 2008). Esta proteina inhibe la senalizacion
de STAT-3 mediante la unién al receptor de citocinas gpl130 y sus
proteinas JAKs asociadas (Figura 20) (Starr et al, 1997; Brantley EC,
Benveniste EN, 2008). SOCS-3 tiene un amplio espectro de accion y
puede regular de forma positiva la ruta MAPK/ERK, inhibir la ruta de
senalizacion de NFkB y actuar como antagonista de la senalizacion
mediada por adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (Cacalano et al, 2001;
Hayashi et al, 2002; Bellezza et al, 2006; Qin et al, 2007).
Existen un gran numero de estimulos distintos de la familia de la
IL-6 que son capaces de inducir la expresion de SOCS-3 en funcion del
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tipo celular, como por ejemplo la eritropoyetina, los IFNs (B y y), el LPS,
la hormona del crecimiento, la IL-4, la IL-21, el factor de crecimiento
insulinico (IGF) y el AMPc (Figura 21) (Adams et al, 1998; Bode et al,
1999 ; Stoiber et al, 1999; Jegalian AG, Wu H, 2002; Canfield et al,
2005; Yadav et al, 2005; Sands et al, 2006; Strengell et al, 2006; Qin et
al, 2006; Qin et al, 2007). La induccion de SOCS-3 por estimulos pro-
inflamatorios como LPS se produce mediante la activacion de varias
rutas de transduccion de la senal, incluyendo la ruta de las MAPK (p38
MAPK, ERK 1/2 y quinasas c-Jun N-terminal (JNK)) y la ruta de
senalizacion de STAT-3 mediada por IL-10. La induccion de estas rutas
de senalizacion, junto con el reclutamiento de factores de transcripcion
y reguladores en el promotor del gen SOCS-3, coordina la expresion de
este gen en determinados tipos celulares como los macrofagos o
microglia (Qin et al, 2007). Asi, no solo la activacion de STAT-3
promueve la expresion de SOCS-3 sino que otras rutas de senalizacion,
como las MAPK, son importantes en la induccion de este regulador
negativo de la ruta JAK/STAT. La regulacion de la senalizacion de
citocinas es muy precisa ya que esta senalizacion es esencial para

orquestar distintos procesos celulares (Qin et al 2007).
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Figura 21. El gen SOCS-3 es inducido por la cascada de MAPK y STAT-3. LPS se une a su
receptor (TLR4) y activa la cascada de las MAPK (ERK 1/2, JNK y p38), induciendo el
reclutamiento de FTC y reguladores al promotor del gen SOCS-3. Por otro lado, IL-10 se une a
su receptor y también promueve la activacién de STAT-3. Ademas de la IL-6, existen otros
ligandos capaces de activar STAT-3 como son IFNs, OSM, LIF, PDGF, FGF, EFG, IL-5, IL-11, IL-
22, CNTF, CSF-1 y BMP2. Una vez activado, STAT-3 se transloca al niicleo donde también se
une al promotor del gen SOCS-3. Por tanto, ambas rutas de senalizacién promueven la
expresion del gen SOCS-3 en determinados tipos celulares. El esquema también muestra otros
factores que también pueden estimula la expresion de SOCS-3 en funcién del tipo celular
(eritropoyetina, IFNs (8 y y), LPS, hormona del crecimiento, IL-4, LIF, IL-11, IL-27, OSM, IL-21,
IGF y AMPc). SOCS-3: Supresor de la sefalizaciéon por citocinas 3; MAPK: Quinasas activadas
por mitégenos; STAT-3: Transductor de sefal y activador de la transcripcion 3; TLR4:
Receptores tipo toll 4; ERK: Quinasas reguladas por sefales extracelulares; JNK: Quinasas c-
Jun N-terminal; FTC: Factores de transcripcion; IL-10: Interleucina 10; IL-6: Interleucina-6;
IFNs: Interferones; OSM: Oncostatina M; LIF: Factor inhibidor de leucemia; PDGF: Factor de
crecimiento derivado de plaquetas; FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos; EGF: Factor de
crecimiento epidérmico; IL-5: Interleucina 5; IL-11: Interleucina 11; IL-22: Interleucina 22;
CNTF: Factor neurotroéfico ciliar; CSF-1: Factor estimulante de colonias de macréfagos 1; BMP2:
Proteina morfogénica 6sea 2; LPS: Lipopolisacarido; IL-4: Interleucina 4; LIF: Factor inhibidor de
leucemia; IL-11: Interleucina 11; IL-27: Interleucina 27; OSM: Oncostatina M; IL-
21:Interleucina 21; IGF: Factor de crecimiento insulinico; AMPc: Adenosin monofosfato ciclico.
Imagen modificada de Qin et al, 2007.

La segunda clase de reguladores negativos de la ruta de
senalizacion JAK/STAT son las proteinas PIAS, que incluyen a los
siguientes miembros PIAS1, PIAS2, PIAS3, PIAS4, PIASx y PIASy. A

diferencia de las proteinas SOCS, cuya expresion es inducida, las
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proteinas PIAS son expresadas constitutivamente en el nucleo. Estas
proteinas se caracterizan por presentar en su estructura los siguientes
dominios (Figura 19.D) (Shuai 2006; Brantley EC, Benveniste EN,
2008):

» Domino N-terminal con un motivo LXXLL, que tiene como

funcion mediar las interacciones entre los receptores
nucleares y sus co-reguladores (Glass CK, Rosenfeld MG,
2000).

» Dominio PINIT (Prolina-Isoleucina-Asparagina-Isoleucina-

Treonina), implicado en la retencion nuclear de PIAS3 y en
la actividad ligasa de pequenos modificadores parecidos a la
ubiquitina (SUMO) E3 (Duval et al, 2003).

> Dominio central de dedo de zinc “RING”. El acréonimo

"RING” proviene de sus siglas en inglés "Really Interesting
New Gene". Es el dominio mas conservado de esta familia
de proteinas y es esencial para llevar a cabo la actividad
ligasa SUMO E3 (Jackson 2001; Duval et al, 2003).

> Dominio acido C-terminal (AD), contiene un motivo de

interaccion SUMO1 presente en todos los PIASs, excepto en
PIASy (Minty et al, 2000).

» Dominio rico en serina/treonina (S/T), que se encuentra en

todos los PIASSs, excepto en PIASy.
Las proteinas PIAS inhiben la actividad transcripcional de las
proteinas STATS mediante su union a los dimeros STATs activados a

través de su dominio N-terminal, evitando que se unan al ADN (Figura

137



Introduccion

20). En el caso de la senalizacion de IL-6, se ha observado que PIAS3 se
une a STAT-3 y regula su actividad transcripcional (Chung et al, 1997;
Brantley EC, Benveniste EN, 2008). Estas proteinas son capaces
también de reclutar co-represores transcripcionales (CoR), como las
histonas deacetilasas, en los promotores de los genes diana, inhibiendo
de esta manera la transcripcion de los mismos (Imoto et al, 2003; Long
et al, 2003; Shuai 2006; Brantley EC, Benveniste EN, 2008). Ademas,
algunas proteinas PIAS, como es el caso de PIAS3, presentan actividad
ligasa SUMO E3 y son capaces de llevar a cabo un proceso denominado
como SUMDOilacion. Este proceso consiste en wuna modificacion
postraduccional mediante la cual algunas proteinas celulares son
covalentemente modificadas mediante la adicion de otra pequena
proteina llamada SUMO que reprime la actividad transcripcional de la
proteina que ha sufrido esta modificacion. Entre las consecuencias de
la SUMOilacion, se encuentra la inhibiciobn de la actividad
transcripcional de varios FTC, entre los que se incluyen pS3, c-Jun y c-
Myb (Schmidt et al, 2002; Verger et al, 2003; Shuai K, Liu B, 2005;
Sharrocks et al, 2006; Shuai 2006; Brantley EC, Benveniste EN, 2008).
La tercera clase de reguladores negativos de la ruta de
senalizacion JAK/STAT son las PTPs. Estas proteinas revierten la
actividad de las proteinas JAKs y, como consecuencia, inhiben la
fosforilacion de las proteinas diana de estas proteinas JAKs en el
citoplasma y en el nucleo. La tirosina fosfatasa 1 compuesta de
dominios SH2 (SHP-1) es una de las mas caracterizadas. SHP-1 se une

mediante sus dominios SH2 a las proteinas JAKs o receptores de
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citocinas fosforilados, promoviendo la defosforilacion de estas moléculas
de senalizacion activadas (Rawlings et al, 2004; Brantley EC,
Benveniste EN, 2008; Abroun et al, 2015). En la senalizacion de IL-6,
las proteinas tirosina fosfatasas SHP-1 y SHP-2 son las que disminuyen
la activacion de STAT-3 por desfosforilacion directa de los complejos
STAT-3, inhibiendo la actividad transcripcional de STAT-3 (Figura 20)
(Rakesh K, Agrawal DK, 2005; Brantley EC, Benveniste EN, 2008).

La activacion de la ruta de senalizacion JAK/STAT puede mediar
el reclutamiento de otras moléculas implicadas en la transducciéon de la
senal, como las quinasas de la familia Src, Ras-Raf-MAPK y la
fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K). La relacion entre estas cascadas es
compleja, existiendo cruces a multiples niveles entre estas rutas de
senalizacion (Rane SG, Reddy EP, 2000; Rawlings et al, 2004; Kim et al,
2009; Abroun et al, 2015). El mecanismo por el cual estas rutas de
senalizacion se cruzan es a través de las proteinas JAKs. Estas
proteinas activadas pueden fosforilar residuos de tirosinas en los
receptores de citocinas asociados, que sirven como sitios de union para
proteinas adaptadoras de otras rutas de senalizacion que contienen
dominios SH2.

En la senalizacion de la IL-6, se ha observado que las proteinas
JAKs fosforilan la segunda tirosina mas cercana a la membrana del
receptor de citocinas gpl130, y esta fosforilacion se ha asociado con la
ruta de senalizacion Ras/Erk (Figura 20) (Dierssen et al, 2008;
Eulenfeld et al, 2012). La senalizacion de la IL-6 recluta a proteinas

adaptadoras como SHP2, que se unen al receptor gp130 mediante sus
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dominios SH2. Esta unioén induce la fosforilacion de SHP2 por parte de
JAKs y su asociacion con proteinas adaptadoras como Grb2. La union
de Grb2, induce el reclutamiento de SOS que estimula la cascada Ras-
Raf-MAPK. Esta ruta es conocida por estar implicada en proceso
celulares que mantienen la supervivencia celular (Ogata et al, 1997;
Schiemann et al, 1997; Heinrich et al, 2003; Rawlings et al, 2004).

El mismo mecanismo estimula a otras cascadas de senalizacion,
como la activacion de la ruta PISK/AKT. En respuesta a IL-6, el
reclutamiento y la fosforilacion de la proteina adaptadora Gabl por
parte de JAKs activadas, se relaciona con la unién a p85/p110 PISK
que conduce a la activacion de AKT (Figura 22) (Takahashi-Tezuka et al,
1998; Heinrich et al, 2003). La activacion inducida por IL-6 de la ruta
PISK/AKT esta implicada en funciones como proteccion frente apoptosis
y en aumentar la proliferacion de células de mieloma multiple (Jee et al,

2002; Hsu et al, 2002; Heinrich et al, 2003).
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Figura 22. IL-6 activa la ruta de sefializacion PISK/AKT. IL-6 activa a las proteinas JAKs, las
cuales reclutan y fosforilan a la proteina adaptadora Gabl. Esta proteina se une a PI3K (p85 y
p110), activando AKT. AKT se transloca al nucleo donde promueve la expresion de genes
relacionados con proteccion frente apoptosis y proliferacion. Ademas, Gabl esta relacionado con
la ruta de MAPK. En respuesta a IL-6, Gabl es fosforilado por JAKs activadas e interacttia con
la proteina adaptadora SHP2 que va a ser fosforilada por JAKs y va a unirse a otra proteina
adaptadora Grb2. Esta unién induce el reclutamiento de SOS, el cual estimula la cascada Ras-
Raf-ERK2 que promueve la expresion de genes relacionados con supervivencia. IL-6:
Interleucina-6; PI3K: Fosfatidilinositol 3 quinasa; AKT: Proteina quinasa B; JAK: Proteinas
tirosina quinasas Jano; MAPK: Quinasas activadas por mitégenos; SHP-2: Proteina tirosina
fosfatasa 2 compuesta de dominios SH2; ERK: Quinasas reguladas por sefales extracelulares.
Imagen modificada de Takahashi-Tezuka et al, 1998.

El hecho de que Gabl también esta implicado en la activacion de
la cascada Ras-Raf-MAPK anade otro grado de complejidad. En
respuesta a IL-6, Gabl es fosforilado por las proteinas JAKs activadas e
interactua con la proteina adaptadora SHP2, resultando en la activacion
de ERK2 (Figura 22) (Takahashi-Tezuka et al, 1998; Heinrich et al,

2003).
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Indirectamente, la ruta de senalizacion JAK/STAT también
promueve la activacion de Ras a través de la activacion transcripcional
de SOCS-3 (Figura 20). SOCS-3 es fosforilado en tirosina en respuesta
a distintos factores de crecimiento, uniéndose e inactivando un
regulador negativo de la senalizacion de Ras (RasGAP, proteina
activadora de la GTPasa Ras). Como consecuencia, SOCS-3 puede
promover la ruta de senalizacion de las MAPK al mantener activada a la
proteina RasGTP (Cacalano et al, 2001; Heinrich et al, 2003; Rawlings
et al, 2004).

Las funciones de las proteinas STATs activadas pueden ademas
ser modificadas mediante la asociacion con otros FTC y cofactores
regulados por otras rutas de senalizacion. En definitiva, es necesario
integrar todas las rutas de senalizacion implicadas tras la estimulacion
de IL-6 para entender las consecuencias biologicas de la estimulacion

por esta citocina (Heinrich et al, 2003; Rawlings et al, 2004).

2.2.-IL-6 EN EL SISTEMA INMUNE

La inflamacion es un proceso bien orquestado disenado para
combatir la infeccion o el dano en el tejido. La respuesta inflamatoria es
una manera mediante la que el organismo reconoce y se defiende a si
mismo contra bacterias, virus y sustancias extranas y daninas. Asi, la
respuesta inflamatoria surge con el fin defensivo de aislar y destruir al
agente danino, asi como de restaurar la arquitectura normal del tejido u

organo danado. El control inapropiado de este mecanismo natural de
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defensa contribuye a la progresion de enfermedades cronicas (Jones
2005).

El resultado del episodio inflamatorio va a depender de la
comunicacion entre leucocitos y las células residentes en el sitio donde
se produce la infeccion o el dano. La existencia de mediadores que
alteran el patron de la respuesta inmune es clave para restaurar la
arquitectura normal del tejido danado y finalizar el proceso inflamatorio
(Jones 2005). En 1968, se descubrio el papel de los linfocitos Ty B en la
produccion de anticuerpos (Miller JF, Mitchell GF, 1968; Claman et al,
1968). Este descubrimiento permitio conocer que los linfocitos B
necesitan la presencia de linfocitos T para producir anticuerpos. Estos
resultados llevaron a la idea de que los linfocitos T podrian producir
ciertos factores inductores del crecimiento y diferenciacion de los
linfocitos B (Kishimoto 2010). En este contexto, la primera funcion de
IL-6 conocida fue como un factor que aumentaba la producciéon de
anticuerpos en los linfocitos B (Hirano et al, 1985). Estudios posteriores
mostraron que ratones IL-6 KO (IL-6-/-) presentaban una respuesta
alterada a las infecciones, con defectos severos en la produccion de
anticuerpos regulada por linfocitos T (Kopf et al, 1994). Mas
recientemente, se ha observado que la IL-6 promueve la producciéon de
anticuerpos en linfocitos B indirectamente mediante la induccion de IL-
21 en linfocitos T CD4+, la cual actuaria posteriormente sobre los
linfocitos B (Dienz et al, 2009; Eddahri et al, 2009; Scheller J, Chalaris
A, Schmidt-Arras D, et al, 2011). La IL-6 podria ser, por tanto, un

potencial coadyuvante para aumentar la inmunidad humoral.
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En la resolucion de cualquier episodio inflamatorio es clave la
transicion de la respuesta inmune innata a respuesta inmune
adquirida. La inflamacion aguda se caracteriza por un infiltrado inicial
de neutroéfilos que tras 24-48 horas es reemplazado por monocitos y
linfocitos T. Este reemplazamiento previene que en el sitio de la
inflamacion se produzca mayor dano por la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno y proteasas liberadas por los neutroéfilos (Topley et
al, 1996; Jones 2005; Scheller J, Chalaris A, Schmidt-Arras D et al,
2011). El reclutamiento de neutrofilos en las fases iniciales de la
inflamacion es consecuencia de la liberacion de quimiocinas producidas
por células endoteliales y otros elementos vasculares activados. Sin
embargo, el reemplazamiento posterior de neutrofilos a monocitos se
produce por el reemplazo de las quimiocinas que atraen neutrofilos por
las quimiocinas que atraen monocitos, un cambio que esta regulado por
la IL-6. Esta regulacion es llevada a cabo mediante la trans-sefalizacion
de IL-6 en las células residentes del sitio inflamado. El procesamiento
mediante proteolisis de IL-6R presente en la membrana de los
neutrofilos que invaden el sitio inflamado, favorece que se produzca la
trans-senalizacion de IL-6 en las células residentes y promueve el
cambio de reclutamiento de neutréfilos a monocitos (Romano et al,
1997; Hurst et al, 2001; Marin et al, 2001; Jones 2005; Scheller J,
Chalaris A, Schmidt-Arras D, et al, 2011). Asi, los ratones IL-6 KO (IL-6-
/-) expuestos a LPS presentan un mayor infiltrado de neutrofilos en el
sitio de infeccion que los ratones salvajes (Xing et al, 1998). Otros

estudios han mostrado que la trans-senalizacion de IL-6 aumenta la
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transmigracion de leucocitos. El cambio en el patron de quimiocinas
necesario para el reclutamiento de monocitos se complementa por la
capacidad de la trans-senalizacion de IL-6 de modular la expresion de
moléculas de adhesion tipo ICAM-1, molécula de adhesion celular
vascular 1 (VCAM-1), CD62E (selectina E) en células endoteliales y
CD62L (selectina L) en linfocitos T (Oh et al, 1998; Kaplanski et al,
2003; Chen et al, 2004; Jones 2005; Chen et al, 2006; Scheller J,
Chalaris A, Schmidt-Arras D, et al, 2011).

Para la transicion de la respuesta inmune innata a adquirida, no
solo es necesario el reclutamiento de monocitos, sino que también es
preciso una eficiente activacion de la apoptosis de leucocitos (Atreya et
al, 2000; Pope 2002; Savill et al, 2002; Jones 2005). En este sentido, se
ha observado que la IL-6 induce la apoptosis de neutrofilos que
contribuye de forma substancial a la resolucion del infiltrado de estos
leucocitos (Kaplanski et al, 2003; Scheller J, Chalaris A, Schmidt-Arras
D, et al, 2011).

Estudios con ratones IL-6 KO (IL-6 -/-) han revelado que la IL-6
es necesaria también para el reclutamiento de linfocitos T. La trans-
senalizacion de IL-6 desencadena la expresion de quimiocinas
atrayentes de linfocitos T (McLoughlin et al, 2005; Jones 2005; Scheller
J, Chalaris A, Schmidt-Arras D, et al, 2011) y aumenta la adhesion de
los linfocitos T por activacion de CD62 (Chen et al, 2004; Jones 2005).
Ademas, se ha observado que la IL-6 rescata a los linfocitos T de entrar
en apoptosis y protege de la muerte celular mediada por Fas. El control

de este proceso parece depender de STAT-3, el cual dirige la expresion
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de reguladores anti-apoptoticos (Bcl-2, Bcl-x1) y modula la expresion en
superficie de Fas (Atreya et al, 2000; Kovalovich et al, 2001; Narimatsu
et al, 2001; Curnow et al, 2004; Jones 2005; Scheller J, Chalaris A,
Schmidt-Arras D, et al, 2011).

Ademas del papel de IL-6 en el reclutamiento de monocitos y
linfocitos T, la trans-senalizacion de IL-6 es capaz de cambiar la
diferenciacion de monocitos a macréfagos al inducir la expresion del
receptor del factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF)
(Chomarat et al, 2000; Jones 2005; Scheller J, Chalaris A, Schmidt-
Arras D, 2011). Estudios con ratones Knock-in para gp-130 han
mostrado que la expresion del receptor M-CSF esta directamente
relacionada con la expresion de la cascada de senalizacion MAPK-ERK
via gpl30 e inversamente relacionada con la activacion de STAT-3 via
gpl30 (Jenkins et al, 2004; Jones 2005; Scheller J, Chalaris A,
Schmidt-Arras D, et al, 2011).

La IL-6 también influencia la diferenciacion de células T nativas a
células T reguladoras o células T activadoras (T helper). En este
contexto, se ha descrito que la IL-6 promueve la diferenciacion a células
Tu2 y Tul7. Mediante dos mecanismos moleculares independientes, la
IL-6 promueve la diferenciacion a células Tu2 y simultaneamente inhibe
la polarizacion de Tul. Por un lado, la IL-6 activa la transcripcion del
factor nuclear de células T activadas (NFAT) que promueve la expresion
de IL-4 en células T nativas y su diferenciacion a células Ty2. Por otro
lado, la represion de la diferenciacion de células Tyl por IL-6 es

dependiente de la induccion de la expresion de SOCS-1 que interfiere
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con la senalizacion de IFNy y en el desarrollo de las células Tul (Diehl et
al, 2002; Jones 2005; Sofi et al, 2009; Scheller J, Chalaris A, Schmidt-
Arras D, et al, 2011). Ademas, la IL-6 bloquea la diferenciacion de las
células T nativas a células T reguladoras mediante la inhibicion de
TGFB, y la combinacion de TGFp e IL-6 promueve el desarrollo a células
Tul7. Estas células estan implicadas en el desarrollo de enfermedades
autoinmunes (Bettelli et al, 2006; Mangan et al, 2006; Scheller J,
Chalaris A, Schmidt-Arras D, et al, 2011). Es interesante que la trans-
senalizacion de IL-6, y no soélo la IL-6, es la encargada de bloquear la
diferenciacion de células T nativas a células T reguladoras y de inducir
la diferenciacion a células Tyl7 (Dominitzki et al, 2007; Jones et al,
2010; Scheller J, Chalaris A, Schmidt-Arras D, et al, 2011). Mas
recientemente, se ha demostrado que la diferenciacion de células Tul7
puede ocurrir en ausencia de TGFp, mediante la combinacion de IL-6
con otras citocinas como la IL-23 y la IL-1B. En este sentido, la IL-6 es
también importante para regular la expresion del receptor de IL-23 en
células T nativas mediante la induccion de STAT-3 (Ghoreschi et al,
2010; Scheller J, Chalaris A, Schmidt-Arras D, et al, 2011).

Todas estas observaciones, por tanto, sugieren que la IL-6 es una
citocina pro-inflamatoria cuya principal funcion es activar al sistema
inmune para eliminar a los patéogenos que invaden el tejido danado. En
este sentido, es bien conocido que los niveles de IL-6 en suero
aumentan rapidamente tras una infeccion o inflamacion en un o6rgano.
Esto explica que se utilice como un marcador diagnostico para detectar

condiciones inflamatorias, especialmente en sepsis (Karin et al, 2006;
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Jekarl et al, 2013; Hammerich L, Tacke F, 2014). Cuando el estimulo
que induce el dano es eliminado, la produccion de interleucinas ya no
es necesaria y la inflamacion disminuye. Sin embargo, si la inflamacion
persiste puede llegar a ser cronica e inducir una gran variedad de
enfermedades inflamatorias que pueden tener consecuencias letales
para el organismo. De acuerdo con este escenario, se ha observado que
los niveles de IL-6 en suero e intrahepaticos estan elevados en pacientes
con enfermedades cronicas y agudas hepaticas (Karin et al, 2006;
Streetz KL, Tacke F, et al, 2003; Hammerich L, Tacke F, 2014).

La IL-6 es una citocina pleiotropica con propiedades tanto pro-
inflamatorias como anti-inflamatorias. Se ha postulado que cada una de
estas propiedades de la IL-6 pueden estar relacionadas con el tipo de
senalizacion de la misma (Figura 23). Durante el desarrollo de
inflamaciéon en una infeccion, la IL-6 funciona como una citocina pro-
inflamatoria mediante el sistema de trans-senalizacion de IL-6. La
trans-senalizacion de IL-6 promueve el reclutamiento de monocitos y
linfocitos, inhibe la apoptosis de linfocitos T, suprime el desarrollo de
células T reguladoras y favorece la diferenciacion a células T activadas.
Sin embargo, la senalizacion clasica de IL-6 conduce a la activacion de
STAT-3 que promueve las propiedades anti-inflamatorias o
regenerativas de esta citocina. Entre las propiedades anti-inflamatorias
de IL-6 se encuentran la regeneracion de las células epiteliales
intestinales y la supresion de la apoptosis de células epiteliales. Asi, se
ha observado que los ratones KO para IL-6 (IL-6-/-) presentan mayor

inflamacion tras la aplicacion de un dano que los ratones salvajes. Este
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hecho se debe a que mediadores anti-inflamatorios como IL-6 son
producidos para proteger al organismo de una respuesta inmune
exagerada y limitar el dano en el tejido inflamado. Ademas, se ha
observado que la presencia de la IL-6 es necesaria para que exista una
regeneracion de las células epiteliales intestinales danadas. Esta
capacidad regenerativa es dependiente de los efectos pro-proliferativos y
pro-supervivencia de esta citocina mediados gracias a la activacion de
STAT-3 por la senalizacion clasica de IL-6. Como consecuencia, este
tipo de senalizacion protege a las células epiteliales de la apoptosis y
favorece su regeneracion (Becker et al, 2004; Grivennikov et a, 2009;
Scheller J, Chalaris A, Schmidt-Arras D, et al, 2011; Rose-John 2012).
También se ha observado que la IL-6 ejerce propiedades anti-
inflamatorias, como la inhibicion de la activacion de la respuesta de
fase aguda hepatica. En un modelo de sepsis de ligadura cecal y
puncion, se observdé que la activacion de proteinas de fase aguda
hepatica, se inhibio con el bloqueo de IL-6 con anticuerpos, pero no con
el bloqueo de la trans-senalizacion de IL-6. (Barkhausen et al, 2011;
Scheller J, Chalaris A, Schmidt-Arras D, et al, 2011; Rose-John 2012).
Este ejemplo sugiere que las propiedades anti-inflamatorias de IL-6 se
deben a la senalizacion clasica de esta citocina mediante IL-6R de
membrana presente en las células epiteliales intestinales. IL-6R puede
ser liberado principalmente por proteasas como ADAM 17. Estudios con
ratones knock-in han demostrado el papel de ADAM17 en controlar la

inflamacion y la regeneracion en los tejidos (Mtullberg J, Schooltink H,
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1993; Chalaris et al, 2010; Scheller J, Chalaris A, Garbers C et al,

2011; Rose-dohn 2012).

IL-6 R de membrana IL-6 R soluble

Pro-inflamatorias

Anti-inflamatorias

Activacion del sistema inmune:

Activaciéon de STAT-3 promueve:

*Reclutamiento de monocitos y linfocitos
*Proliferacion de células epiteliales intestinales
Inhibicién de apoptosis de linfocitos T
«Inhibicién de apoptosis de células epiteliales
«Inhibicién de la diferenciacion a células T reguladoras
*Activacion de la respuesta de fase aguda hepéatica
« Induccion de la diferenciacion a células T activadas

—_

Figura 23. Propiedades pro-inflamatorias y anti-inflamatorias de IL-6. Las propiedades anti-
inflamatorias de IL-6 dependen de la senalizacion clasica de esta citocina a través de IL-6R de
membrana. IL-6R de membrana promueve la activacion de STAT-3 y este factor de transcripcion
induce la regeneracion de células epiteliales intestinales, inhibe la apoptosis de células
epiteliales, y activa la respuesta de fase aguda hepatica. Las propiedades inflamatorias de IL-6
dependen, por el contrario, de la trans-sefalizacion de esta citocina a través de s-IL-6R. El
receptor soluble junto con IL-6 inducen la activacion del sistema inmune por el reclutamiento
de monocitos y linfocitos al area inflamada, e inhiben la apoptosis de linfocitos T en la zona
danada y la diferenciacion de células T nativas a células T reguladoras. Finalmente, la trans-
senalizaciéon de IL-6 también promueve la diferenciacion de células T nativas a células T
activadas. IL-6: Interleucina-6; IL-6R: Receptor de IL-6; STAT-3: Transductor de senal y
activador de la transcripciéon 3; s-IL6R: Receptor soluble de IL-6. Imagen modificada de Rose-
John 2012.

2.3.- IL-6 Y LA RESPUESTA DE FASE AGUDA

La respuesta de fase aguda es una respuesta del organismo a
alteraciones en su homeostasis debido a una infeccion, un dano tisular,

un crecimiento neoplasico o a trastornos inmunologicos. Esta respuesta
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incluye fiebre, leucocitosis, disminucion de concentraciones séricas de
hierro y zinc, incremento en el ratio de sedimentacion de eritrocitos,
incremento en la secrecion de hormona adrenocorticotropa (ACTH) y
glucocorticoides, activacion del complemento y cascadas de
coagulacion, balance negativo en el metabolismo del nitrégeno y
modificacion importante en la sintesis hepatica de proteinas de fase
aguda (Heinrich et al, 1990; Tanaka et al, 2014).

Estas proteinas de fase aguda son un conjunto de proteinas que
aumentan su produccion (proteinas de fase aguda positivas) y otras que
disminuyen su produccion (proteinas de fase aguda negativas). Entre
las proteinas de fase aguda se incluyen la proteina C reactiva (CRP), el
amiloide A en suero (SAA), la haptoglobina, el fibrinégeno y la al-
antiquimotripsina (Gauldie et al, 1987; Tanaka et al, 2014; Schmidt-
Arras D, Rose-John S, 2016). Este grupo de proteinas desempenan
distintas funciones. Algunas proteinas de fase aguda son componentes
del sistema del complemento y de la cascada de coagulacion. Otras
proteinas de fase aguda son inhibidores de proteasas, proteinas de
transporte o participantes de respuestas inflamatorias como la
fosfolipasa A2 secretada (Baumann H, Gauldie J, 1994; Gabay C,
Kushner I, 1999; Schmidt-Arras D, Rose-Jdohn S, 2016). La IL-6 se
considera el mayor inductor de las proteinas de fase aguda. La IL-6 es
secretada en el sitio donde se produce el dano por neutrofilos,
monocitos y macrofagos tras ser estimulados por antigenos como LPS.
Ademas, la produccion y secrecion de la IL-6 puede proceder de otras
células, como las células endoteliales y los fibroblastos. En estas
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células, la produccion de IL-6 es inducida por otras citocinas
inflamatorias como IL-1B y TNF-a, que a su vez son secretadas por
células mieloides activadas (Bode et al, 2012; Schmidt-Arras D, Rose-
John S, 2016). La IL-6 sintetizada en el tejido danado llega a través del
torrente sanguineo al higado, donde estimula la produccion por los
hepatocitos de un amplio rango de proteinas de fase aguda (Gauldie et
al, 1987; Heinrich et al, 1990; Tanaka et al, 2014; Schmidt-Arras D,
Rose-John S, 2016).

La respuesta de fase aguda tras dano tisular o infeccion esta
inhibida en ratones IL-6 KO (IL-6-/-). Sin embargo, la respuesta de fase
aguda tras la inyeccion de LPS es casi normal en estos ratones. Una
posible explicacion es que otras citocinas de la familia de la IL-6, como
por ejemplo la IL-11, LIF, OSM, CNTF o CT-1, pueden inducir la sintesis
de proteinas de fase aguda en hepatocitos o células de hepatoma. Por
tanto, a estas citocinas de la familia de la IL-6 también se les considera
participantes en la patofisiologia hepatica (Schooltink et al, 1992; Kopf
et al, 1994; Richards et al, 1996; Schmidt-Arras D, Rose-dJohn S, 2016).

La duracion de la respuesta de fase aguda es de 24-48 horas, tras
las cuales el organismo recupera la funcion hepatica normal. En
condiciones graves, como ocurre en un cancer avanzado y en el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida, la respuesta de fase aguda se
puede convertir en un estado cronico de inflamacion (Baumann H,
Gauldie J, 1994; Gabay C, Kushner I, 1999; Schmidt-Arras D, Rose-
John S, 2016). En este contexto de estados cronicos de inflamacion, la

[L-6 ha sido identificada como el principal factor responsable de la

152



Introduccion

discrepancia entre sexos observada en el desarrollo de carcinoma
hepatocelular (Naugler et al, 2007; Yeh SH, Chen PJ, 2010; Hammerich
L, Tacke F, 2014). En pacientes con fallo hepatico fulminante o en
enfermedades cronicas del higado, los niveles de IL-6 en suero y tejido
hepatico se correlacionan con progresion de la enfermedad (Streetz KL,
Tacke F et al, 2003; Streetz KL, Wiistefeld T et al, 2003; Hammerich L,
Tacke F, 2014). Al contrario que su papel patogénico en cancer, la IL-6
parece tener una funcion protectora durante la fibrogénesis hepatica

(Kovalovich et al, 2000; Nasir et al, 2013; Hammerich L, Tacke F, 2014).

2.4.- IL-6 EN LA REGENERACION HEPATICA

Tras una HP o un dano hepatico, el LPS y otros factores
procedentes del intestino activan a las células de Kupffer residentes en
el higado para producir IL-6. La secrecion de esta citocina es
dependiente de TNFa, que tras su union a su receptor TNFR1 induce la
activacion de NFkB y estimula la sintesis de IL-6. La union de IL-6 a IL-
6R en los hepatocitos desencadena la activacion de STAT-3. Este factor
de transcripcion es responsable de la induccién de hasta el 40% de los
genes de respuesta precoz inmediata que son activados durante la
regeneracion hepatica. En el higado, la ruta de senalizacion de
IL-6/JAK/STAT-3 promueve la expresion de genes implicados en la
regeneracion hepatica, la respuesta de fase aguda y hepatoproteccion.
Ademas, esta citocina juega un papel importante en regular su propia

ruta de senalizacion, induciendo a través de STAT-3 la expresion del
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inhibidor SOCS-3 (Figura 8) (Libermann TA, Baltimore D, 1990; Taub
2004; Fausto et al 2006; Jia 2011).

En los ultimos anos ha existido una gran controversia en cuanto
al papel exacto de la IL-6 en la regeneracion hepatica. Los primeros
estudios establecieron un papel pro-proliferativo de esta citocina, pero
estudios posteriores han demostrado que esta citocina tiene también
efectos de pro-supervivencia y hepato-protecciéon, asi como efectos anti-

proliferativos.

2.4.1.- Efectos pro-proliferativos de IL-6

El primer estudio que relaciona la IL-6 con la regeneracion
hepatica fue realizado por Cressman et al en 1996, observando que la
regeneracion hepatica tras una HP estaba retrasada en ratones KO para
IL-6 (IL-6-/-). Estos ratones presentaban un retraso en la proliferacion
de hepatocitos y anormalidades en la fase G1 del ciclo celular,
incluyendo la falta de activacion de STAT-3 y diversas irregularidades
en la expresion génica. Estos defectos estaban limitados a los
hepatocitos, ya que la sintesis de ADN fue normal en las NPCs. Los
ratones IL-6 KO también presentaron tras la cirugia areas de necrosis
hepatocelular y fallo hepatico, asi como una mayor mortalidad que los
ratones salvajes. Una unica inyeccion de IL-6 antes de la cirugia pudo
rescatar a este fenotipo (Cressman et al, 1996; Taub 2004; Béohm et al,
2010). Este estudio, por tanto, reveld6 un papel importante de la IL-6,
mediado por la activacion de STAT-3, en la proliferacion de los

hepatocitos.
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El defecto que existe en la regeneracion hepatica en ratones IL-6
KO podria estar explicado por el gran numero de genes que son
activados por IL-6 en el higado tras una HP. Es conocido que
aproximadamente el 40% de los genes de respuesta precoz inmediata
activados durante la regeneracion hepatica son regulados, al menos en
parte, por IL-6. Sin embargo, la administracion directa de IL-6 a ratones
IL-6 KO en ausencia de HP induce muchos menos genes que los
expresados tras esta cirugia. Estos datos indican que la IL-6 coopera
con otros factores inducidos tras la HP para activar la expresion del
resto de genes y, de esta forma, iniciar el proceso regenerativo (Li et al,
2001; Taub 2004).

Estudios posteriores usando los mismos ratones IL-6 KO, sin
embargo, han realizado observaciones conflictivas en cuanto al papel de
la IL-6 en la regeneracion hepatica. En 1999, Sakamoto et al. mostraron
que el pico de proliferacion de los hepatocitos s6lo estaba reducido en el
20-30% de ratones IL-6 KO comparados con ratones salvajes tras una
HP. Estos ratones IL-6 KO presentaban un retraso en la recuperacion
de la masa hepatica pero no presentaban un incremento de mortalidad
en comparacion con los ratones salvajes (Sakamoto et al, 1999). En esta
linea, dos estudios posteriores también demostraron que un numero
considerable de ratones IL-6 KO presentaban una regeneracion
hepatica tras HP similar a los ratones salvajes (Wuestefeld et al, 2003;
Sun et al; 2005). La administracion de altos niveles de IL-6 en ratones
inmunodeficientes, sin embargo, se asoci6 a un aumento de la

proliferacion de hepatocitos y hepatomegalia que estuvo mediado por la
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activacion de las vias de senalizacion de MAPK/ERK y STAT-3 (Zimmers
TA, McKillop IH, et al, 2003). Una posibilidad es que estos resultados
contradictorios con respecto al papel de la IL-6 en la regeneracion
hepatica sean resultado de diferencias técnicas, como por ejemplo el
uso de ratones con diferentes background genéticos, distintos
procedimientos quirurgicos, o diferentes procedimientos anestésicos
(Bohm et al, 2010; Wang et al, 2011).

Otros estudios sugieren que el estimulo de la IL-6 es insuficiente
para iniciar el proceso regenerativo y que es necesaria la presencia de
IL-6 junto con su receptor soluble para inducir la regeneracion
hepatica. En este sentido, estudios con modelos de ratones transgénicos
para sIL-6R humano mostraron que este receptor actia como una
proteina transportadora en suero de IL-6, prolongando la vida media de
la IL-6 en plasma. Ratones doble transgénicos que expresaban IL-6
humano y sIL-6R humano mostraron una proliferacion de hepatocitos
continua e hiperplasia hepatocelular. En estos ratones, el 90% de los
hepatocitos se encontraban en fase S del ciclo celular, comparado con
menos del 10% de los hepatocitos en ratones transgénicos para IL-6 o
salvajes. Estas evidencias han llevado a plantear la hipoétesis de que la
IL-6 junto con su receptor soluble, y no solo la IL-6 de forma aislada,
podrian ser el estimulo mitogénico necesario para la regeneracion
hepatica. (Peters et al, 1996; Peters et al, 1997; Schirmacher et al,
1998; Peters et al, 2000; Schmidt-Arras D, Rose-dohn S, 2016).

El desarrollo de la herramienta Hiper-IL-6 ha permitido analizar

la respuesta de las células a la IL-6 o al complejo de trans-senalizacion
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de IL-6/sIL-6R. Hiper-IL-6 es wuna proteina de fusion artificial
compuesta por IL-6 humana unida covalentemente por un péptido
flexible a sIL-6R humano (Fischer et al, 1997). Cuando los ratones
fueron tratados con Hiper-IL-6 tras una HP del 50%, el aumento del
peso del higado se acelero entre las 36 y 72 horas de la cirugia, y este
aumento de peso hepatico fue debido principalmente a una rapida
induccion de la proliferacion de hepatocitos (Peters et al, 2000;
Schmidt-Arras D, Rose-John S, 2016). Interesantemente, la
administracion de Hiper-IL-6 y no de IL-6, rescaté del dano hepatico
inducido por D-galactosamina y mejoré la supervivencia de los
animales. En ratones tratados con D-galactosamina, la administracion
de adenovirus codificantes de la proteina de fusion Hiper-IL-6 se asocio
a la supervivencia del 90% de los ratones, comparado con solo el 21%
de supervivencia en ratones que recibieron adenovirus codificantes de
IL-6. Estos resultados sugieren que la trans-senalizacion de IL-6 via
sIL-6R mejora y acelera la regeneracion hepatica, apoyando un papel
fisiologico para sIL-6R en este proceso (Galun et al, 2000; Hecht et al,
2001; Jones SA, Rose-John S, 2002; Schmidt-Arras D, Rose-John S,

2016).

2.4.2.- Efectos pro-supervivencia y de hepatoproteccion de la
IL-6

En el ano 2003, Blindenbacher et al. observaron que la IL-6 era

importante para la supervivencia de los ratones tras una HP. Aunque

los ratones IL-6 KO tenian una alta mortalidad, encontraron que la
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proliferacion de hepatocitos en aquellos ratones IL-6 KO que sobrevivian
tras una HP era similar a la de los ratones salvajes (Blindenbacher et al,
2003). En esta misma linea, estudios posteriores observaron que la IL-6
podria tener un papel importante en proteger al higado durante la
regeneracion hepatica (Wuestefeld et al, 2003; Zimmers TA, Pierce RH,
et al, 2003; Gao 2005). A la vista de todos estos resultados, se ha
sugerido que el efecto mitogénico de la IL-6 en la regeneracion hepatica
no es tan esencial como la respuesta adaptativa inducida por esta
citocina tras la HP que es requerida para la supervivencia (Taub 2004;
Bohm et al, 2010).

Los analisis mas detallados sobre el papel de IL-6 en
hepatoproteccion se han realizado en ratones IL-6 KO (IL-6-/-). Estos
ratones son mas susceptibles al dano hepatico producido por multiples
compuestos, como el tetracloruro de carbono (Kovalovich et al, 2000),
Fas (Kovalovich et al, 2001), el etanol (Hong F, Kim WH, et al, 2002), la
concavalina A (Hong F, Jaruga B, et al, 2002) y el paracetamol
(Masubuchi et al, 2003). Mas aun, la administracion de IL-6 ha
demostrado proteger frente al dano inducido por Concavalina A (Hong
F, Jaruga B, et al, 2002), isquemia/reperfusion (Camargo et al, 1997;
Hong et al, 2004) y transplante de higado parcial (Selzner et al, 2002).
El tratamiento in vitro con IL-6 también previno de la mortalidad
asociada al transplante de higado graso en ratas, mediante la mejora de
la microcirculacion hepatica y la proteccion frente a la muerte de
células endoteliales y hepatocitos (Sun et al, 2003). El tratamiento in

vivo con IL-6 mejoré también la enfermedad de higado graso asociada a
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obesidad y alcohol mediante la regulacion decreciente de TNFa y la
induccion de la expresion del receptor activado por proliferadores del
peroxisoma (PPAR) (Hong et al, 2004). Ademas, el pretratamiento con
IL-6 en un modelo de dano hepatico grave que se produce tras una HP
extrema (HP del 87%), mejoro la recuperacion y la supervivencia de
estos animales mediante la induccion de rutas de proliferacion, la
reduccion del estrés oxidativo y el mantenimiento de la funcién
mitocondrial (Jin et al, 2007). Todos estos estudios evidencian un papel
relevante de la IL-6 en la hepatoproteccion del higado danado. Esta
citocina, por tanto, es necesaria para el desarrollo de una regeneracion
hepatica normal que requiere la supervivencia (Taub 2004; Gao 2005;

Boéhm et al, 2010).

2.4.3.- Efectos anti-proliferativos de la IL-6

El primer estudio que asoci6 IL-6 con un efecto no proliferativo en
la regeneracion hepatica fue realizado por Sakamoto et al, en el ano
1999. En este estudio se mostréo que la apoptosis de hepatocitos fue
menor en los ratones IL-6 KO en comparacion con los ratones salvajes a
las 96 horas tras una HP. El tratamiento de los ratones IL-6 KO con IL-
6 exogena consiguio revertir el nimero total de cuerpos apoptoticos,
sugiriendo que la IL-6 contribuye al estricto control de la recuperacion
de masa hepatica tras una HP. En este contexto, la IL-6 estimularia
junto con otros factores la entrada de los hepatocitos al ciclo celular
para la restauracion de la masa hepatica. Esta respuesta tan robusta,

sin embargo, puede generar hepatocitos excesivos que deben ser
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eliminados mediante apoptosis, como ocurre en otros procesos que
implican el crecimiento de 6rganos. En este escenario, la IL-6 tendria
un efecto de aumento de la apoptosis (efecto anti-proliferativo) para
conseguir restaurar la masa hepatica (Sakamoto et al, 1999).

Otros estudios también han mostrado un efecto anti-proliferativo
de IL-6. La hiperestimulacion con IL-6 antes de la HP en ratones
transgénicos que sobreexpresan sIL-6R/IL-6R humano en hepatocitos,
resulto en un retraso e inhibicion del progreso del ciclo celular
(Wustefeld et al, 2000). En 2005, Sun et al. mostraron que la IL-6
inhibe la proliferacion de los hepatocitos mediante un mecanismo
dependiente de la expresion de p21 (Inhibidor de la quinasa
dependiente de ciclina) (Sun et al, 2005). En el ano 2011, se observo
que los ratones KO para MyD88 (MyD88-/-), una proteina adaptadora
para varios receptores TLRs donde el aumento inicial de IL-6 tras una
HP estaba abolido, presentaban una reduccién en la activacion de
STAT-3 y una inhibicion de la expresion del gen SOCS-3.
Inesperadamente, estos cambios se asociaron a una aceleracion del
inicio de la regeneracion hepatica, probablemente explicada por la
activacion prolongada y aumentada de ERKs encontrada en las
primeras 6 horas tras la HP. En este estudio concluyeron que el papel
de la IL-6 en la regeneracion hepatica no debe limitarse a sus efectos
pro-proliferativos, sino que también se deberia tener en cuenta sus
efectos anti-proliferativos, posiblemente via SOCS-3 (Vaquero et al,

2011).
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En 2013, Quétier et al. también demostraron que la
sobreexpresion de IL-6 inducida por la proteina X del virus de la
Hepatitis B (HBx) estaba implicada en el retraso de la proliferacion de
hepatocitos tras una HP (Quétier et al, 2013). De acuerdo con estos
resultados, Tachibana et al. demostraron que la IL-6 causaba arresto
del ciclo celular y retraso de la proliferacion durante el primer dia
después de una HP. Este retraso se asocié con la activacion de enzimas
de reparacion del ADN que producen una precisa replicacion y
restauracion de la masa hepatica. Estos resultados sugieren que la IL-6
ejerce sus efectos anti-proliferativos para permitir la reparacion del ADN
oxidado después de una HP y, de esta forma, tendria un papel
hepatoprotector (Tachibana et al, 2014).

A pesar de todos los resultados contradictorios del papel de la
IL-6 en la regeneracion hepatica, la mayoria de investigadores acepta
que la IL-6 juega un papel importante en este proceso proliferativo
(Figura 24) (Tumanov et al, 2009; Zorde-Khvalevsky et al, 2009;
Teixeira-Clerc et al, 2010; Wang et al, 2011). En conjunto, todas las
evidencias generadas apuntan a que la IL-6 tiene efectos pleiotropicos
en el higado. La IL-6 es requerida para inducir una respuesta
adaptativa a la HP mediada por los reactantes de fase aguda, para la
induccion de la proliferacion de los hepatocitos (efectos pro-
proliferativos), de hepatoproteccion (efectos anti-apoptoticos), y de sus
efectos anti-proliferativos posiblemente mediados a través de SOCS-3 y
p21 (Figura 25). La existencia de resultados contradictorios podria

también reflejar que la ausencia de IL-6 en ratones modificados
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genéticamente resulta en la activacion de rutas compensatorias que
permiten la supervivencia y el desarrollo de una regeneracion hepatica
normal tras una HP (Zimmers TA, Pierce RH, et al, 2003 Taub 2004;

Bohm et al, 2010).

EFECTOS PRO-PROLIFERATIVOS
Cressman et al, 1996; Peters et al, 1996
Peters et al, 1997; Yamada et al, 1997
Schirmacher et al, 1998; Peters et al, 2000
Ren et al, 2003; Zimmers TA, McKillop IH, 2003

EFECTOS ANTI-PROLIFERATIVOS
Sakamoto et al, en 1999; Wistefeld et al, 2000
Sun et al, 2005; Vaquero et al, 2011
Quétier et al, 2013; Tachibana et al, 2014

EFECTOS PRO-SUPERVIVENCIA O
HEPATOPROTECCION
Blindenbacher et al, 2003; Wuestefeld et al, 2003;
Zimmers TA, Pierce RH, et al, 2003
Jin et al, 2007

Figura 24. Papeles de la IL-6 en la regeneracion hepatica. El estudio de los efectos de la IL-6
en la regeneracion hepatica ha generado resultados conflictivos. Estos resultados
contradictorios podrian reflejar diferencias técnicas, activacién de rutas compensadoras, o
verdaderos efectos diversos de la IL-6. La IL-6 tiene distintos efectos en la regeneraciéon hepatica
(efectos pro-proliferativos, pro-supervivencia y anti-proliferativos), pero esta bien aceptado que
estos efectos, junto con la respuesta de fase aguda que se desarrolla gracias a esta citocina, son
necesarios para el desarrollo de una regeneracién hepatica normal tras una HP. IL-6:
Interleucina-6; IL-6R: Receptor de IL-6; HP: Hepatectomia parcial.

162



Introduccion

NPCs

TNF-a
u otros ligandos

O— [ __
1
- IL-6 EGFR
v ‘_ v C-Met
o Receptor de Insulina
«@ Otros

pERK 1/2

PERK 1/2
otros

HEPATOCITO

GENES PRO-PROLIFERATIVOS
Y ANTI-APOPTOTICOS
(c-Myc, Ciclina D1, Bcl2,Bcl-xL...)

GENES DE RESPUESTA
DE FASE AGUDA

GENES ANTI-PROLIFERATIVOS
(p21y SOCS-3)

Figura 25. Efectos pro-proliferativos, anti-apoptdticos (hepatoproteccion) y anti-
proliferativos de la sefnalizacion por la IL-6. (1) Tras una HP, LPS procedente de la vena porta
activa la produccion de citocinas en NPCs, principalmente via receptores dependientes de la
proteina adaptadora MyD88 que incluye a TLR-4. (2) Como resultado, TNF-a y otros ligandos
son secretados y se unen a TNFRI1 localizado en las células de Kupffer e inducen la expresiéon y
liberacion de IL-6 a la circulacién. (3) IL-6 circulante se une a IL-6R e induce la dimerizacion de
gp130 en la membrana plasmatica de los hepatocitos y activa dos rutas de sefalizacion: STAT-3
y ERK 1/2. Estas rutas inducen la expresion de multiples genes implicados en la respuesta de
fase aguda y en promover la proliferacion de los hepatocitos (efectos pro-proliferativos) y
hepatoproteccion (efectos anti-apoptoéticos). Ademas, STAT-3 también induce la expresion de
genes que regulan de forma negativa la proliferacién celular como son p-21 y SOCS-3. (4)
SOCS-3 inhibe la sefnalizacion de IL-6 y puede regular de forma negativa a rutas de senalizacion
implicadas en proliferaciéon celular y crecimiento como la ruta de ERK 1/2 y rutas que implican
a EGFR, c-Met, receptor de insulina y otros. El efecto de la IL-6 en la regeneracién hepatica
depende del balance entre los efectos pro-proliferativos y anti-proliferativos, tras la integracion
de los efectos de otros factores de transcripcion que actiian sobre los mismos genes sobre los
que actua la IL-6. IL-6: Interleucina-6; HP: Hepatectomia parcial; LPS: Lipopolisacarido; NPCs:
Células no parenquimatosas; MyD88: Factor de diferenciacion mieloide 88; TLR-4: Receptores
tipo toll 4; TNF-a : Factor de necrosis tumoral a; TNFR1: Receptor de TNF tipo 1; IL-6R:
Receptor de IL-6; gpl130: Glicoproteina 130; STAT-3: Transductor de sefal y activador de la
transcripcion 3; ERK 1/2: Quinasas reguladas por senales extracelulares 1/2; SOCS-3:
Supresor de la sefalizaciéon por citocinas 3; EGFR: Receptor del EGF; FTC: Factores de
transcripcion. Imagen modificada de Vaquero et al, 2011.
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2.5.- STAT-3 EN LA REGENERACION HEPATICA

Citocinas de la familia de la IL-6, como OSM y CT-1, asi como
otras citocinas no pertenecientes a la familia de la IL-6, como la IL-22,
pueden también promover la regeneracion hepatica en varios modelos
experimentales (Bustos et al, 2003; Nakamura et al, 2004; Wang et al,
2011; Ren et al, 2010). Como la IL-6, estas citocinas también activan
STAT-3 en los hepatocitos. Es precisamente la ruta de senalizacion IL-
6/gp130/JAK/STAT-3 la que mas se ha relacionado con el papel de la
IL-6 en la regeneracion hepatica.

Estudios con ratones KO condicionales de gp130 en hepatocitos
han mostrado un defecto en la proliferacion de los hepatocitos menor de
lo que se esperaba en base al fenotipo encontrado en ratones IL-6 KO.
Si se observaron defectos en la expresion de proteinas del ciclo celular
(ciclina E y A) tras una HP, apoyando la idea que la senalizacion por
gp130 es necesaria para una progresion normal del ciclo celular. Los
ratones KO condicionales de gp130 en hepatocitos también presentaron
mayor apoptosis en hepatocitos después de inyectar LPS 3 horas tras la
HP, y una reduccion de la supervivencia y de la sintesis de ADN que se
asocio con el descenso de la proteina anti-apoptotica Bcl-xL. Estos
resultados sugieren que gpl30 activa rutas de hepatoproteccion que
permiten la proliferacion de los hepatocitos tras una HP (Wuestefeld et
al, 2003; Taub 2004; Dierssen et al, 2008; Bohm et al, 2010). En la
misma linea, otros estudios también han observado que la delecion

condicional de gpl30 en los hepatocitos promovia dano hepatico
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(Streetz KL, Wtstefeld T, et al 2003; Streetz KL, Tacke et al, 2003; Gao
2005).

En contraste a la IL-6, las citocinas de la familia de IL-6 (CT-1,
LIF, CNTF, IL-11, OSM), la IL-22 y el IFNa/pB (todas ellas citocinas que
activan STAT-3 en hepatocitos), la citocina anti-inflamatoria IL-10
activa STAT-3 en células inmunes (macrofagos) pero no en hepatocitos.
La expresion de IL-10 es inducida en el higado tras una HP, y regula
negativamente la regeneracion hepatica. El papel de esta citocina en el
proceso regenerativo se descubrid gracias al uso de ratones IL-10 KO
(IL-10-/-) sometidos a una HP. Estos ratones presentaban un aumento
de la respuesta inflamatoria y de la regeneracion hepatica, mediada por
una activacion marcada de STAT-3 en el higado. La eliminacion
especifica de STAT-3 en hepatocitos de ratones IL-10 KO resulté en una
reduccion de la regeneracion hepatica. Estos resultados sugieren que la
activacion de la ruta de senalizacion IL-6/STAT-3 en el higado era la
responsable del aumento de la regeneracion hepatica encontrada en los
ratones IL-10 KO (Wang et al, 2011; Yin et al, 2011).

La induccion de STAT-3 ha sido bien documentada en la
regeneracion hepatica tras una HP (Cressman et al, 1996; Li et al,
2002; Blindenbacher et al, 2003; Wuestefeld et al, 2003; Wang et al,
2011). En ratas sometidas a esta cirugia, la activacion de STAT-3 se
produce inicialmente en las células de Kupffer y las células sinusoidales
hepaticas, y posteriormente en los hepatocitos localizados en las zonas
periportales de los lobulos hepaticos (Sakuda et al, 2002; Wang et al,
2011). Debido a que la eliminacion sistémica de STAT-3 produce una

165



Introduccion

muerte embrionaria temprana en los animales, se generaron ratones
KO condicionales para STAT-3 en hepatocitos para investigar el impacto
biologico de STAT-3 en la regeneracion hepatica. Uno de los primeros
estudios con estos ratones mostro que la eliminacion del gen Stat-3 en
hepatocitos producia un defecto severo en la proliferacion de los
mismos tras una HP, estableciendo un papel para STAT-3 en la
promocion de la proliferacion celular mediante la regulacion de la
expresion de genes de respuesta precoz inmediata (Li et al, 2002; B6hm
et al, 2010; Wang et al, 2011). Dicho efecto, sin embargo, pudo ser
secundario a la obesidad y anormalidades metabdlicas observadas en
estos ratones (Béhm et al, 2010). En estudios posteriores con estos
ratones, se observo que STAT-3 era requerido para la supervivencia de
los animales mientras que la proliferacion de hepatocitos y la
restauracion de la masa hepatica estaba solo ligeramente afectada en
los ratones que sobrevivian (Moh et al, 2007; Béhm et al, 2010; Wang et
al, 2011). La expresion constitutiva de STAT-3 en el higado se ha
asociado, por otra parte, a una reduccion de la glucosa en sangre, de
las concentraciones de insulina en plasma y de la expresion de genes
gluconeogénicos en ratones diabéticos (Inoue et al, 2004; Gao 2005). La
expresion constitutiva de STAT-3 en el higado también fue protectora
frente al dano hepatico inducido por Fas, efecto asociado a la inhibicion
de caspasa-8 y caspasa-3 y a la induccion de la expresion de proteinas
como FLIP, Bcl-2, Bcl-xL y el factor redox 1 (Ref-1) (Haga et al, 2003;
Gao 2005). En este sentido, se han identificado varios genes diana de

STAT-3 que contribuyen al efecto hepatoprotector y hepatomitogénico
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de IL-6/STAT-3. Estos genes incluyen a ciclina D1 y c-myc, que
inducen la transicion de la fase G1 a la fase S del ciclo celular, y a
genes que codifican para proteinas que protegen a los hepatocitos frente
a la apoptosis como bcl-2, bcl-xL, mcl-1, FLIP y Ref-1 (Li et al, 2002;
Taub 2003; Gao 2005; Wang et al, 2011). La inhibicion de células T
natural Killer podria ser otro mecanismo que contribuye al efecto
hepatoprotector de IL-6 mediante la activacion de STAT-3 (Sun et al,
2004; Gao 2005). El tratamiento in vivo con IL-6 o la expresion
constitutivamente activa de STAT-3 también se ha asociado a una
mejoria en la enfermedad de higado graso (Hong et al, 2004; Inoue et al,
2004; Gao 2005). La activacion directa de STAT-3 por IL-6, por tanto,
parece jugar un importante papel en hepatoproteccion, en la
regeneracion hepatica, y en la homeostasis de glucosa mediante la
induccion de proteinas anti-apoptoticas, mitégenicas, de proteinas
implicadas en la homeostasis de glucosa y el metabolismo de lipidos
(Gao 2005).

La activacion de STAT-3 tras una HP no solo se produce en
hepatocitos, sino que también es intensamente activado en células
inmunes. La delecion especifica de STAT-3 en células de linaje mieloide
resulté en un aumento de la respuesta inflamatoria y de la regeneracion
hepatica. La eliminacion condicional de STAT-3 de forma simultanea en
hepatocitos y en células mielodes redujo drasticamente la supervivencia
tras una HP en asociacion con una elevada activacion de STAT-1 y de
apoptosis en hepatocitos, comparado con animales salvajes o con

ratones KO condicionales so6lo para hepatocitos o sélo para células
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mieloides. La interaccion de STAT-3 en hepatocitos y células mieloides,
por tanto, juega un papel importante en asegurar el desarrollo de una
regeneracion hepatica normal mediante un balance entre la respuesta
inflamatoria innata del higado y sistémica (Wang et al, 2010; Wang et
al, 2011).

El papel de STAT-3 en hepatocitos ha sido investigado de forma
intensiva. Actualmente, se piensa que la activacion de STAT-3 en
hepatocitos promueve su proliferacion tras una HP o pérdida de tejido,
mientras que la activacion de STAT-3 en células mieloides parece
suprimir la regeneracion hepatica mediante la inhibicion de la
respuesta inflamatoria. Sin embargo, poco ha sido estudiado en cuanto
al papel de STAT-3 en otras células inmunes y en células sinusoidales
en la regeneracion hepatica. Ademas, es necesario seguir investigando
la interaccion entre los distintos tipos celulares que producen y activan
STAT-3 en la regeneracion hepatica, ya que dicha interaccion parece
jugar un papel importante en el desarrollo de wuna respuesta

regenerativa normal (Figura 26) (Wang et al, 2011).
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Figura 26. Interaccion de STAT-3 de células de estirpe mieloide (células de Kupffer) y de
hepatocitos en la regeneraciéon hepatica. Las células de Kuppfer son las principales
productoras de citocinas pro-inflamatorias como IL-6 y de citocinas anti-inflamatorias como IL-
10, y también son capaces de responder a las mismas. En su membrana presentan los
receptores IL-10R1 y IL-10R2; tras la unién de IL-10, inducen la activacion de STAT-3
inhibiendo la respuesta inflamatoria. Por el contrario, la unién de IL-6 con IL-6R/gpl30
produce la activacién de STAT-3 y la inducciéon de la respuesta inflamatoria. La respuesta
inflamatoria es pasajera ya que STAT-3 activa a SOCS-3, que inhibe la activaciéon de STAT-3
mediada por IL-6 pero no inhibe la activacion de STAT-3 mediada por IL-10. Por otro lado, los
hepatocitos expresan niveles elevados de gpl30 en su membrana, que es el receptor de
sefnalizacion comun de IL-6 y de las citocinas de la famila de la IL-6 (OSM, LIF, CNTF, CT-1 e IL-
11). La unién de estas citocinas con sus correspondientes receptores induce la dimerizaciéon de
gpl30 y la activaciéon de STAT-3. Ademas, los hepatocitos expresan en su membrana niveles
elevados de IL-22R1 e IL-10R2, que son necesarios para la sefalizaciéon de IL-22. Las rutas de
senalizacién de la IL-6, de las citocinas de la familia de la IL-6, y de la IL-22 son las que
predominantemente activan STAT-3 en hepatocitos, pero también inducen una activacion
menor de otros STATs y MAPK. Los receptores IFNARI1 e IFNAR2 también se expresan a altos
niveles en la membrana de los hepatocitos, y su union a IFNa/p induce predominantemente la
activacion de STAT-1 y también, en menor medida, la de STAT-3. La activacién de STAT-3 en
hepatocitos induce la transcripciéon de genes que desempefian una funcién importante en la
respuesta de fase aguda, en promover la supervivencia de los hepatocitos y en la regeneracion
hepatica. La interaccién de STAT-3 de distintos tipos celulares durante la regeneracion hepatica
parece jugar un papel importante en el desarrollo de una respuesta regenerativa normal. STAT-
3: Transductor de senal y activador de la transcripcion 3; IL-6: Interleucina-6; IL-10:
Interleucina-10; IL-10R1; Receptor de IL-10 1; IL-10R2; Receptor de IL-10 2; L-6R: Receptor de
IL-6; gpl130: Glicoproteina 130; SOCS-3: Supresor de la sefnalizacion por citocinas 3; OSM:
Oncostatina M; LIF: Factor inhibidor de leucemia; CNTF; Factor neurotréfico ciliar; CT-1:
Cardiotrofina 1; IL-11: Interleucina-11; IL-22R1; Receptor de IL-22 1; IL-22: Interleucina-22;
STATSs: Transductores de senal y activadores de la transcripcién; MAPK: Quinasas activadas por
mitégenos; IFNAR1: Receptor de IFN o/p 1; IFNAR2: Receptor de IFN o/p 2; IFN a/p: Interferén
o/B; STAT-1: Transductor de senal y activador de la transcripcién 1. Imagen modificada de
Wang et al, 2011.
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2.6.- SOCS-3 EN LA REGENERACION HEPATICA

SOCS-3 es un importante inhibidor de la ruta de senalizacion
mediada a través del receptor gp130 en el sistema hematopoyético y en
el higado (Croker et al, 2003; Riehle et al, 2008). La eliminacion de
SOCS-3 especificamente en macrofagos produjo un aumento marcado
de la activacion de STAT-3 por IL-6, resultando en el desarrollo de una
respuesta pro-inflamatoria; sin embargo, no inhibi6 la activacion de
STAT-3 inducida por IL-10, relacionada con la respuesta anti-
inflamatoria en estas células (Yasukawa et al, 2003; Qin et al, 2007). En
estudios posteriores como el de Yang et al. demostraron que la IL-6
juega un papel importante en la expresion hepatica de SOCS-3 durante
procesos inflamatorios agudos in vivo (Yang et al, 2005; Riehle et al,
2008). Interesantemente, la expresion de SOCS-3 en un modelo de
artritis en ratéon suprimia la inducciéon y/o el desarrollo de la
enfermedad (Shouda et al, 2001). Por todo ello, se considera que
SOCS-3 es un regulador negativo de la respuesta inflamatoria.

La rapida elevacion de los niveles de SOCS-3 entre las dos y las
ocho horas tras una HP esta bien documentada, y es similar al tiempo
de expresion de STAT-3. Ademas, también se ha demostrado que la
expresion de SOCS-3 es dependiente de IL-6 durante la regeneracion
hepatica (Campbell et al, 2001; Riehle et al, 2008). Como la eliminacion
sistémica del gen de SOCS-3 en ratones produce una muerte
embrionaria temprana por defectos en el desarrollo de la placenta

(Roberts et al, 2001; Qin et al, 2007), se han utilizado ratones KO
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condicionales de SOCS-3 en hepatocitos para estudiar el impacto
biologico de esta proteina en la regeneracion hepatica. En estos ratones
se produjo una prolongada activacion de STAT-3 tras la HP que se
correlacion6 con una mayor proliferacion de los hepatocitos y una
acelerada restauracion de la masa hepatica (Riehle et al, 2008; Bohm et
al, 2010). El comienzo acelerado de la regeneracion hepatica a pesar de
la abolicion del aumento de IL-6 y de la reducida activacion de STAT-3
encontrada en ratones deficientes para MyD88 (MyD88-/-), también se
acompanoé de una importante inhibicion de la induccion del gen SOCS-3
asociada a un aumento de la activacion de ERK 1/2 (Vaquero et al,
2011). Dichos hallazgos estan en consonancia con la presencia de una
mayor respuesta regenerativa y una mayor tasa de activacion de ERK
1/2 tras HP encontrada en ratones KO condicionales para SOCS-3 en
hepatocitos en un estudio previo (Riehle et al, 2008). Estos estudios
apoyan la nocion de que el papel de la IL-6 en la regeneracion hepatica
no solo se limita a sus efectos proliferativos, sino que también se deben
tener en cuenta sus efectos anti-proliferativos, posiblemente via
SOCS-3.

Estudios recientes han revelado un papel en la regeneracion
hepatica para una proteina que, entre otras funciones, disminuye la
expresion de SOCS-3. Esta proteina, llamada A20, es considerada un
elemento clave en la respuesta anti-inflamatoria, ya que es un potente
inhibidor de la activacion de NFkB (Wertz et al, 2004; Da Silva et al,
2013). A20 tiene también efectos anti-apoptoticos mediante la
supresion de la activacion de caspasa-8 (Daniel et al, 2004; Da Silva et
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al, 2013), y efectos pro-proliferativos, promoviendo la proliferacion de
hepatocitos mediante el descenso de expresion de p21 (Longo et al,
2005; Da Silva et al, 2013). Los ratones con deficiencia génica de A20
mueren a las 4-5 semanas del nacimiento principalmente por
inflamacion hepatica desmesurada (Lee et al, 2000; Da Silva et al,
2013), sugiriendo un papel de A20 en la fisiologia hepatica. En ratones
heterocigotos (A20+/-) sometidos a una HP del 78%, la induccion de
A20 aumentaba la activacion de STAT-3 inducida por IL-6 y descendia
la expresion de SOCS-3 (Da Silva et al, 2013). Estos hallazgos se
acompanaron de una mayor proliferacion de hepatocitos en los ratones
con induccion de A20 en comparacion con los ratones controles. Asi, se
sugirio que la regeneracion hepatica era favorecida por A20 mediante el
descenso en la expresion de SOCS-3, neutralizando asi la inhibicion de
la ruta de senalizacion IL-6/STAT-3 (Da Silva et al, 2013).

En resumen, multiples trabajos demuestran que la activacion de
STAT-3 induce la expresion de SOCS-3 en la regeneracion hepatica y
que esta proteina actiia como un regulador negativo de la ruta de
senalizacion de IL-6/JAK/STAT-3, contribuyendo a los efectos anti-
proliferativos de la IL-6 en la regeneracion hepatica (Riehle et al, 2008;

Bohm et al, 2010; Wang et al, 2011).
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3.- FUENTE CELULAR DE IL-6 EN LA REGENERACION

HEPATICA

3.1.- PERCEPCION CLASICA DE LA FUENTE CELULAR DE IL-6 EN

LA REGENERACION HEPATICA

La mayoria de los estudios que se han centrado en el papel de la
IL-6 en la regeneracion hepatica han usado ratones con deficiencia
sistémica del gen de IL-6. Diferencias técnicas y del disenno experimental
entre los estudios, la activacion de vias compensadoras, o la posibilidad
de que la IL-6 tenga la capacidad de ejercer efectos opuestos, son
posibles explicaciones a las discrepancias encontradas en cuanto al
papel de IL-6 en la regeneracion hepatica. Una posibilidad adicional, a
la que se ha prestado escasa atencion, es la potencial relevancia de la
fuente celular de IL-6 para el proceso regenerativo. En otras palabras, la
IL-6 originada en células distintas podria producir distintos efectos
durante la regeneracion hepatica.

La produccion de citocinas tras una HP se ha atribuido
tradicionalmente a las células de Kupffer. Esta nocion se basa
principalmente en estudios realizados en ratones C3H/HeN con HP y
con deplecion de células de Kupffer mediante la administraciéon de
gadolinio de cloro, en los que se encontré6 una reduccion de las
elevaciones de TNFa e IL-6 en suero tras una HP y, secundariamente,
alteraciones de la proliferacion de hepatocitos y de la restauracion de la
masa hepatica (Shiratori et al, 1996). En la misma linea, la eliminacion

completa de la produccion de IL-6 en células de Kupffer usando ratones
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quimera sometidos a transplante de medula o6sea de donantes
deficientes en el gen de la IL-6 se asoci6 a una regeneracion hepatica
defectuosa tras una HP que fue parcialmente rescatada mediante la
administracion de IL-6. Estos resultados sugieren un mecanismo
paracrino por el cual las células de Kupffer regulan la capacidad
regenerativa de los hepatocitos a través de la expresion de IL-6
(Aldeguer et al, 2002).

Otros estudios, sin embargo, no reprodujeron los resultados
anteriores. Asi, la eliminacion de las células de Kupffer con gadolinio de
cloro no descendi6é los niveles de TNFa tras una HP y se asoci6 a un
aumento de la regeneracion hepatica en ratas (Rai et al, 1996). Estos
resultados sugerian que los macrofagos no eran los principales
responsables de la produccion de TNFo durante la regeneracion
hepatica, sino que las células endoteliales o las células epiteliales
biliares podian ser la fuente principal (Loffreda et al, 1997). Uno de los
problemas asociados a la eliminacion de macrofagos con gadolinio de
cloro y que dificulta la interpretacion de estos estudios, es la activacion
y dano que produce este compuesto en otras células hepaticas. Para
evitar este efecto, Boulton et al. utilizaron liposomas encapsulados de
diclorometileno bifosfonato que elimina macrofagos de forma selectiva
sin activar o danar a otras células hepaticas (Boulton et al, 1998). La
eliminacion de macrofagos mediante este sistema resulto en un
aumento de la proliferacion de hepatocitos tanto en el higado quiescente
como tras una HP, que se relaciono con la disminucion de IL-1 (Boulton

et al, 1998). El efecto de la IL-6 producida por las células de Kupffer,
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por tanto, no ha sido completamente elucidado en la regeneracion
hepatica. El uso de cepas de ratones KO condicionales para IL-6 en
macrofagos, podria evitar las desventajas de las estrategias previas y
ayudar a conocer el papel de las células de Kupffer como productores de
IL-6 en la regeneracion hepatica.

A pesar de estos resultados aislados y contradictorios respecto a
la fuente celular de IL-6 en la regeneracion hepatica, la nocion de que
las células de Kupffer son las principales productoras de IL-6 en este
proceso esta ampliamente generalizada en este campo (Taub 2004;
Michalopoulos 2007; Bohm, et al 2010). En areas distintas de la
regeneracion hepatica, sin embargo, existen multiples evidencias de que
diversos tipos celulares distintos a las células de Kupffer son capaces de

producir esta citocina.

3.2.- CAPACIDAD DE LOS HEPATOCITOS PARA PRODUCIR IL-6

Diversos estudios sugieren que, ademas de las células inmunes
(macrofagos), los hepatocitos también son capaces de producir citocinas
en respuesta a LPS (Liu et al, 2002; Norris et al, 2014). Entre estas
citocinas, estudios recientes sugieren que los hepatocitos son una
fuente potencial de IL-6 (Lee et al, 2009; Xiang et al, 2011). La
capacidad de los hepatocitos para producir IL-6 en respuesta a ciertos
patrones moleculares asociados a patogenos ha sido demostrada in vitro
(Takano et al, 2012). En la progresion de hepatocarcinoma
hepatocelular (HCC), también se ha demostrado la produccion de IL-6

de manera autocrina por células progenitoras de HCCs y por células
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estrelladas hepaticas a través de la activacion de NFxB (He et al, 2013;
Li et al, 2016). En la infeccion por el virus de la hepatitis B, también se
ha observado que proteinas especificas del virus inducen la expresion
de IL-6 en células de hepatoma mediante la activacion de las rutas de
senalizacion de NFkB y p38MAPK (Li et al, 2016).

En el contexto de la regeneracion hepatica, la produccion de IL-6
por los hepatocitos no ha sido practicamente evaluada. Observaciones
realizadas por Maeda et al. sugieren que los hepatocitos podrian ser
una fuente de IL-6 (Maeda et al, 2003). En este estudio, la inactivacion
selectiva de NFkB en hepatocitos resulté en una produccion muy tenue
del acido ribonucleico mensajero (ARNm) de IL-6 a las 4 horas tras la
inyeccion de LPS en comparacion con ratones controles. Como el
defecto en NFkB era especifico de hepatocitos y el tiempo en el que se
producen los cambios en la sintesis de IL-6 es muy rapido, estos
resultados sugerian que los hepatocitos podrian ser una fuente directa
de IL-6 en la respuesta de fase aguda hepatica (Maeda et al, 2003;
Norris et al, 2014). En el estudio de Norris et al, mostraron que la IL-6
producida por hepatocitos podria contribuir a la produccion de IL-6 tras
la realizacion de una HP. En este estudio encontraron que los cultivos
primarios de hepatocitos en condiciones libres de suero eran capaces de
sintetizar IL-6. En estos cultivos los niveles de IL-6 estaban regulados
por LPS y HGF. Estos autores mostraron también en experimentos in
vivo que los hepatocitos eran capaces de sintetizar IL-6 tras el dano
inducido por la administracion de LPS o tras realizar una HP. Estudios

previos habian mostrado que HGF suprime la produccion de IL-6 en
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cultivo de macroéofagos a través del receptor de HGF (c-Met) (Coudriet et
al, 2010; Norris et al, 2014). En el estudio de Norris et al, HGF pareci6
suprimir la produccion de IL-6 mediada por macrofagos tras una HP
mientras que simultaneamente indujo la produccion de IL-6 en
hepatocitos. Estos resultados indicarian que, bajo determinadas
circunstancias, la regulacion del receptor de IL-6 en hepatocitos podria
ser autocrina en lugar de endocrina/paracrina (Klein et al, 2005; Norris
et al, 2014), y revelan por primera vez que la regulacion de la fuente
celular de IL-6 podria ser un mecanismo biolégico relevante que

previamente habia sido ignorado.

3.3.- PRODUCCION DE IL-6 POR OTROS TIPOS CELULARES

En un estudio realizado en ratones con diversas deficiencias de
senalizacion por TLRs, el aumento de IL-6 tras una HP se encontro
atenuado (~60%) en todas las cepas de ratones con alteraciones en la
deteccion de LPS (TLR4 KOs, CD14 KOs, TLR2,4,9 triple-KOs, TLR2,4,
caspasal triple-KOs y en ratones CH3/HeJd resistentes a LPS),
apoyando la idea clasica de que la deteccion por células de Kupffer de
productos derivados de bacterias intestinales podia ser el estimulo para
la produccion de IL-6. Sin embargo, la causa y la fuente celular que
contribuye al 40% restante del aumento de IL-6 tras una HP no
pudieron ser identificadas, abriendo la posibilidad de que otras fuentes
celulares contribuyan a la produccion de IL-6 durante la regeneracion

hepatica (Vaquero et al, 2011).
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Aunque es bien conocido que la IL-6 puede ser sintetizada por
distintos tipos celulares como células T, células B, fibroblastos, células
endoteliales, monocitos y macréfagos, en el contexto de la regeneracion
hepatica el efecto de la IL-6 producida por otros tipos celulares no ha
sido practicamente estudiado (Schmidt-Arras D, Rose-dJohn S, 2016).
Observaciones realizadas en ratas con deplecion de células de Kupffer
mediante gadolinio de cloro sugiri6 que los macroéofagos podian no ser
los principales responsables de la produccion de TNFa durante la
regeneracion hepatica, sino que otras células presentes en el higado
como las células endoteliales y las células epiteliales biliares podian
contribuir (Loffreda et al, 1997).

En procesos inflamatorios se ha demostrado que las células
endoteliales expresan receptores TLRs y la proteina adaptadora MyD88
que media la senalizacion de varios TLRs. Cuando se produce una
intoxicacion cronica, los hepatocitos liberan ADN rico en guanosina
fosfato citidina (CpG-ADN) que va actuar de forma paracrina en las
células endoteliales y activa la ruta de senalizacion de NF«xB y la
secrecion de citocinas como IL-1p e IL-6 (Martin-Armas et al, 2006; Wu
et al, 2009; Jaeschke et al, 2012; Godoy et al, 2013). Durante la
regeneracion hepatica no se ha investigado el efecto de la IL-6
producida por células endoteliales, pero si se ha demostrado que las
células endoteliales juegan un papel importante en establecer la
microarquitectura hepatica. En un estudio basado en la reconstitucion
de tejido con tecnologia 3D y con modelos matematicos, se ha
observado que las células endoteliales sirven a los hepatocitos
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regenerantes como guias y permiten que tenga lugar una reconstitucion
de la masa hepatica apropiada (Hoehme et al, 2010; Godoy et al, 2013).
Las células endoteliales son capaces también de coordinar la
proliferacion de los hepatocitos durante la regeneracion hepatica
mediante la liberacion de factores como HGF y Wnt2 que juegan un
papel importante en la comunicacion entre hepatocitos y células
endoteliales durante este proceso (Ding et al, 2010; Godoy et al, 2013).
Hu et al. mostraron que la expresion de la proteina angiopoietina 2
(Ang2) en las células endoteliales era regulada de forma dinamica
después de una HP, de forma que en las fases iniciales de la
regeneracion hepatica disminuian los niveles de Ang2 y, como
consecuencia, las células endoteliales reducian la produccion de TGFf y
permitian la proliferacion de los hepatocitos. En las fases tardias de la
regeneracion hepatica, por el contrario, la expresion de Ang2 por parte
de las células endoteliales permitia la proliferacion de estas células
endoteliales hepaticas mediante el control de la expresion del receptor 2
de VEGF. Estos datos establecen que el control de la proliferacion de los
hepatocitos y células endoteliales durante la regeneracion hepatica esta
regulado por la expresion de una proteina secretada por las propias
células endoteliales hepaticas (Hu et al, 2014). Actualmente, se
necesitan mas estudios para elucidar si otros factores secretados por
las células endoteliales hepaticas, como podria ser el caso de la IL-6,
tienen un efecto en la proliferacion de los hepatocitos.

Las células epiteliales biliares también son capaces de secretar IL-

6 bajo determinadas condiciones. En el estudio de Chen et al, se
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encontro que la exposicion al frio inducia la produccion de IL-6 en
células epiteliares biliares y la secrecion de esta citocina promovia la
regeneracion de estas células tras el dano aplicado (Chen et al, 2011).
Sin embargo, actualmente se desconoce si la IL-6 es secretada por las
células epiteliales biliares durante la regeneracion hepatica y si esta
citocina tendria un efecto en el proceso regenerativo.

Las células estrelladas hepaticas secretan proteinas como la IL-6,
el TGFp y la proteina quimiotactica de macrofagos 1 (Mcp-1) cuando son
expuestas a productos bacterianos como LPS (Brun et al, 2005; Godoy
et al, 2013). Sin embargo, hoy en dia se ignora el efecto de la IL-6
producida por células estrelladas hepaticas durante el proceso
regenerativo.

Aunque se ha progresado en el conocimiento de la implicacion de
la IL-6 en la fisiologia y patologia del higado, todavia quedan cuestiones
pendientes por elucidar como la identidad y relevancia de la fuente
celular de IL-6 en la regeneracion hepatica. En nuestro estudio, hemos
usado el sistema Cre/LoxP para generar ratones deficientes de IL-6
especificamente en células mieloides (incluyendo las células de Kupffer)
o hepatocitos para evaluar de forma concluyente la contribucion y los
efectos especificos de la IL-6 producida por macrofagos y hepatocitos en

la regeneracion hepatica.
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Hipotesis

La mayoria de estudios sobre el papel de la IL-6 en la
regeneracion hepatica han utilizado ratones con deficiencia sistémica de
IL-6, y han proporcionado resultados dificiles de interpretar e incluso
contradictorios. Diferencias en los disenos experimentales, la aparicion
de distintas vias compensadoras del déficit génico, o una verdadera
capacidad de la IL-6 para producir efectos opuestos son posibles
explicaciones a las discrepancias encontradas. Una explicacion
adicional que ha recibido escasa atencion es la posible relevancia de la
fuente celular de la IL-6, esto es, que la IL-6 procedente de distintas
células produzca efectos distintos. En este sentido, siempre se ha
considerado que las células de Kupffer son la principal fuente de IL-6
tras una HP (Shiratori et al, 1996; Aldeguer et al, 2002), pero evidencias
recientes sugieren que otros tipos celulares pueden producir IL-6 en la
regeneracion hepatica. Por ejemplo, los hepatocitos son capaces de
producir IL-6 tras la administracion de LPS o tras la realizacion de una
HP (Norris et al, 2014). En el presente trabajo, hemos generado ratones,
mediante el sistema Cre/LoxP, que presentan una deficiencia selectiva
del gen de la IL-6 en células de origen mieloide (que incluyen las células
de Kupffer) o en hepatocitos, con el fin de evaluar la contribucion y los
efectos especificos de la IL-6 producida por dichas células en la
regeneracion hepatica. Basandonos en estudios previos (Cressman et al,
1996; Sakamoto et al, 1999; Wuestefeld et al, 2003; Moh et al, 2007), el
presente trabajo evalué la siguiente hipotesis general e hipoétesis

especificas:
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HIPOTESIS GENERAL

Las células de Kupffer (macrofagos tisulares hepaticos) son la

principal fuente celular de IL-6 tras la realizacion de una HP en ratones.

HIPOTESIS ESPECIFICAS

» La produccion de IL-6 por células de Kupffer y por hepatocitos es
necesaria para el desarrollo de una regeneracion hepatica normal.
» No existen fuentes celulares extrahepaticas relevantes de IL-6 tras

la realizacion de una HP en ratones.
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Objetivos

El OBJETIVO GENERAL del presente estudio fue determinar la
importancia de la fuente celular de la IL-6 (células de estirpe
mieloide vs. hepatocitos) en el desarrollo de la regeneracion
hepatica tras una HP en ratones.

Para evaluar dicho objetivo, realizamos una HP del 70% en
ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en células de origen mieloide
(que incluyen las células de Kupffer) o en hepatocitos. Dado que la
técnica quirurgica tradicional para la realizacion de una HP del 70%
presenta una serie de limitaciones como la reproducibilidad en la
cantidad de tejido resecado, la reseccion quirurgica de la vesicula biliar,
y el desarrollo de necrosis hepatocelular, realizamos ademas un estudio
preliminar con el fin de elegir el protocolo técnico de HP del 70% que
fuese mas reproducible.

Los OBJETIVOS ESPECIFICOS del presente trabajo fueron:

1. Optimizar la técnica quirurgica de hepatectomia parcial (HP) en

ratones. Para ello, comparamos:

A.La reproducibilidad de dos protocolos de HP en
ratones, en concreto comparamos el protocolo tradicional
de HP descrito por Higgins y Anderson en ratas en 1931 y
modificado por Mitchell C et al. para ratones en 2008
(que utiliza dos ligaduras) con un protocolo modificado en
el que se utilizan tres ligaduras para realizar la reseccion
de la masa hepatica. Evaluamos los siguientes
parametros:

i. Cantidad de tejido resecado.
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ii. Cantidad de tejido remanente de los lobulos
resecados.
iii. Dinamica de la regeneracion hepatica:
» Concentracion de IL-6 en plasma tras una
HP.
» Sintesis de ADN y mitosis en hepatocitos.
» Relacion del peso del higado frente al peso
corporal (Indice hepatico).
B.Las complicaciones de la técnica de HP tradicional
frente a la HP modificada. En concreto, evaluamos:
i. La mortalidad intra-operatoria.
ii. El desarrollo de necrosis en el higado remanente.
iii. Parametros bioquimicos de dano hepatico

2. Determinar la contribucion de cada tipo celular (hepatocitos y

macrofagos) a la produccion de IL-6 y la relevancia de la fuente

celular de IL-6 como factor determinante de sus efectos sobre la

regeneracion hepatica. Para ello, utilizamos la técnica de HP

modificada (con tres ligaduras) y ratones con deficiencia selectiva del
gen de la IL-6 en células de estirpe mieloide o en hepatocitos
generados mediante el sistema Cre/LoxP. Nuestros sub-objetivos

fueron:
A.Validar los ratones generados con deficiencia
selectiva de IL-6 en células especificas. Para ello,

evaluamos en dichos ratones:
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ii.

iii.

Objetivos

La produccion de IL-6 en cultivos primarios de
macrofagos peritoneales.

La elevacion de la IL-6 circulante tras la
administracion de LPS.

La selectividad y penetrancia de la recombinacion
inducida por los ratones transgénicos LysM-cre y
Alb-cre, cruzandolos con una cepa de raton
reportera de  linaje celular (B6.129(Cg)-
Gt(ROSA)26Sortm26SorMA(ACTE-dTomato-EGFP)LUO,

stock 007676 de Jackson Labs).

B.Evaluar las caracteristicas basales de ratones con

deficiencia de IL-6 en células especificas (células de

estirpe mieloide / hepatocitos). Para ello, evaluamos en

ratones no operados:

i.

ii.

1ii.

iv.

El peso corporal.

La relacion del peso del higado frente al peso
corporal (Indice hepatico).

Parametros hematologicos.

Parametros bioquimicos.

C.Determinar la contribuciéon de las células de estirpe

mieloide y de los hepatocitos a la produccion de IL-6

tras una HP. Para ello, evaluamos en las primeras horas

tras la cirugia:

1.

ii.

La expresion de ARNm de IL-6 en tejido hepatico.

Los niveles de IL-6 circulante.
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D.Determinar el impacto de la deficiencia de IL-6 en
células de estirpe mieloide o en hepatocitos sobre la
sefializacion de IL-6 en el higado tras una HP. Para
ello, evaluamos diversos parametros de las vias de
senalizacion de la IL-6 (STAT3, ERK, AKT y SOCS-3) en
tejido hepatico.

E.Determinar el impacto de la deficiencia de IL-6 en
células de estirpe mieloide o en hepatocitos sobre el
desarrollo de la regeneracion hepatica tras una HP.
Para ello, evaluamos:

i. La sintesis de ADN y las mitosis en hepatocitos.
ii. Varios marcadores de proliferacion celular.
iii. La relacion del peso del higado frente al peso
corporal (Indice hepatico).
iv. Parametros bioquimicos de dano hepatico.

. Determinar la potencial contribucion de fuentes extra-hepaticas

a la elevacion de la IL-6 circulante tras una HP. Para ello,

evaluamos en ratones sometidos a una HP:
i. Los niveles de IL-6 en la cavidad peritoneal (lavado
peritoneal).

ii. La expresion génica de IL-6 en diversos organos.
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Materiales y Métodos

1.- EXPERIMENTOS IN VIVO

1.1.- ANIMALES

En el presente trabajo utilizamos ratones C57BL/6J (The Jackson
Laboratory, Stock 0664), ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en
células de estirpe mieloide (que incluye las células de Kupffer) (IL-6
KOw), ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en hepatocitos (IL-6
KOwu), ratones con marcaje de EGFP endogeno en células de origen
mieloide (cruces LysMCrexTdEGFP), ratones con marcaje de EGFP
endogeno en hepatocitos (cruces AlbCrexTdEGFP), y ratones IL-6 KO
(The Jackson Laboratory, Stock 002650). Todos los ratones utilizados
en los experimentos fueron machos entre 8-14 semanas de edad (20-24
g de peso).

Todos los experimentos se realizaron en el laboratorio de
Hepatologia y Gastroenterologia, sito en el Pabellon de Medicina y
Cirugia Experimental del Hospital General Universitario Gregorio
Maranon (HGUGM), perteneciente al Instituto de Investigacion Sanitaria
Gregorio Maranoén (IiSGM) y a la Universidad Complutense de Madrid.

Todos los experimentos con animales se realizaron de acuerdo a
la Guia para el Cuidado y uso de Animales de Laboratorio (National
Research Council, 1996) y en cumplimiento de la legislacion de la Union
Europea (Directriz 2010/63/EU) y del Real Decreto RDS33/2013
(European Commission, 2010), y fueron aprobados por el Comité de
Etica en Experimentacién Animal del HGUGM (Madrid, Espafa). Los

ratones fueron estabulados en racks ventilados y se mantuvieron a una
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temperatura y humedad constantes, con ciclos de 12 horas de luz-
oscuridad. Los ratones tuvieron acceso ad libitum a pienso estandar y a
agua de bebida, salvo la noche previa a la cirugia y en las primeras

horas posteriores a la misma.

1.1.1.- Generacion de ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en

células especificas

Para conocer el papel de la IL-6 procedente de distintos tipos
celulares en la regeneracion hepatica, se generaron ratones KO con
deficiencia selectiva de IL-6 en cé€lulas especificas. La generacion de
estos ratones KO condicionales se realizo mediante el empleo del
sistema de recombinacion Cre-LoxP (Akagi et al, 1997). Este sistema se
basa en el empleo de la enzima derivada del bacteriofago P1, Cre
recombinasa (Kilby et al 1993). Esta enzima reconoce secuencias de 34
pares de bases (pb) llamadas LoxP, que son introducidas en el ADN
para flanquear al gen que se desea eliminar. Tras el reconocimiento de
estas secuencias, la recombinasa Cre libera los fragmentos de ADN
flanqueados por las secuencias LoxP mediante un proceso de
recombinacion homologa en las cadenas de ADN remanentes (Figura

27) (Akagi et al, 1997).
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a
34 bp loxP sequence

[ 7 13mp spp  13bp 2 1 4
A C T TCGTATAGCATACATTATAL r‘n Al CTTCGTATAGCATACATTATACGARGHTAT

3 >< 4 3 2

ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAR ATAACTTCGTATAGC ATACATTAT m

b
LoxP
X 4
| 2 3 4 Cre
LoxP LoxP

Figura 27. Descripcion del sistema Cre/LoxP. A. Recombinaciéon mediada por la Cre
recombinasa entre dos secuencias LoxP de 34 pb. B. Representacion esquematica de la escision
e integracion llevada a cabo por la recombinasa Cre. Imagen modificada de Nagy 2000.

Avances en Genética Molecular y Embriologia han hecho posible
realizar mutaciones de genes especificos en la linea germinal de
ratones. Sin embargo, estos modelos tienen una serie de limitaciones
conocidas, ya que la delecion de un determinado gen puede ser letal
durante el desarrollo embrionario del raton o puede causar efectos
pleiotropicos complejos que impiden el desarrollo de estos animales.
Para superar estas limitaciones, se han generado estrategias que
permiten eliminar de forma condicional y especifica determinados genes
en tipos celulares (Gordon et al 1980; Capecchi 1989; Copp et al 1995;
Akagi et al, 1997). De esta manera, se pueden generar ratones que
poseen la region del ADN que se quiere eliminar flanqueada por
secuencias LoxP (ratones floxeados). Estas secuencias flanqueadas de
ADN se pueden eliminar del genoma del raton al cruzarlo con un raton

que exprese la Cre recombinasa. Ademas, esta deleccion se produce
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solo en tipos celulares determinados si la expresion de esta enzima esta
dirigida por promotores especificos. Con esta estrategia, no se suelen
producir cambios fenotipicos tan severos en el estado embrionario y con
el tiempo se ha podido demostrar que esta estrategia funciona en
distintos escenarios (Thomas KR, Capecchi MR, 1987; Lakso et al1992;
Kuhn et al, 1995).

Para obtener los ratones KO condicionales mediante el empleo de
esta estrategia, es necesario en primer lugar generar un raton floxeado
para IL-6. Este raton nosotros lo obtuvimos gracias a los Drs. Juan
Hidalgo y Albert Quintana de la Universidad Autonoma de Barcelona
que nos lo cedieron amablemente para realizar estos experimentos. En
2013, Quintana et al. describieron la generacion de este raton floxeado
para IL-6, mediante la eliminacion del ex6on 2 de dicho gen. La
eliminacion del exén 2 fue debida a que previamente se habia
demostrado que, si el exon 2 de este gen estaba truncado por la
presencia de una cassette neo, no se producia esta proteina (Quintana
et al, 2013; Kopf et al, 1994). Partiendo de la secuencia genomica de IL-
6 y de un plasmido (disponible comercialmente en Invitrogen), se disefio
una construccion genética en la cual se clond la secuencia del gen de
IL-6 con dos secuencias LoxP flanqueando al ex6on 2 dentro un plasmido
que contenia una cassette Neo para la seleccion positiva, y para la
seleccion negativa también poseia los genes Pgk-DTa y HSV-TK. El
cassette Neo estaba flanqueado por secuencias Frt que se usaron
posteriormente para eliminar este cassette (Figura 28). Una vez

verificado por secuenciacion que la construccion genética contenia las
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secuencias LoxP en la orientacion y posicion correctas, se introdujo en
las células 129X1/SvJ ES por electroporacion. Mediante Southern Blot,
se seleccionaron 5 clones positivos de 138 analizados que fueron
inyectados en blastocitos de ratones C57BL6. Estos blastocistos se
implantaron en hembras receptoras de las que se obtuvo descendencia
quimérica y se seleccionaron los animales con el transgen en la linea
germinal. Posteriormente, se elimino el cassette Neo mediante el cruce
de estos ratones con ratones FLPer que expresaban la recombinasa FLP,
la cual reconoce las secuencias Frt (Farley et al, 2000). Finalmente, se
elimino el gen FLPer cruzando la descendencia de estos animales con
ratones C57BL6 y se establecio una colonia homocigota de ratones IL-6
floxeados (IL-6 LOX/LOX) mediante el cruce de ratones IL-6L0X/* FLPer-/-

consigo mismos.

] Hind Il Ncol  Hpal Spel Mscl NsilHindlll  Ncol Mfe |
IL-6 salvaje b /: | :{I | :: ! J I ._
/ ~11kb / \
Hp: Spel Nsi | Hind Il Nco | Mfe |
Construccion <ngD72{ } :
Ncol Hpal Spel Nco | N'siIHindIII Nco | Mfe |
eLox —t <ffoeoyod= H—F—

~8kb

Ncol Hpal Spel Nsil Hind Il Nco | Mfe |
tFLPasa o] — b -H——H .

==  Sonda5 loxP @ Frt

Figura 28. Generacion de ratones floxeados para IL-6. Estrategia de modificacion genética
dirigida para la obtencion del raton floxeado para el gen de la IL-6. La detecciéon de clones
positivos se realizo por Southern Blot mediante la obtencién de dos bandas, una banda de 11
kilobases (kb) para el alelo salvaje (IL-6*/*) y otra banda de 8 kb para el alelo floxeado (IL-
6LOX/L0X), IL-6:Interleucina-6. Imagen modificada de Quintana et al, 2013.

197



Materiales y Métodos

1.1.1.1.-Ratones KO condicionales de IL-6 en células de estirpe

mieloide (IL-6 KOw)

Para obtener los ratones KO condicionales de IL-6 en macrofagos
y otras células de estirpe mieloide (IL-6 KOw) (Figura 29), se realiz6 un
primer cruce entre el raton floxeado para IL-6 (IL-6L0X/LOX) con un ratén
en el que la expresion de la Cre recombinasa estaba dirigida por el
promotor de la lisozima (LysMCre) (B6.129P2-Lyz2tml(cre)lfo/J " The
Jackson Laboratory, stock 4781). Los ratones LysMCre presentan la Cre
recombinasa insertada en el primer codon del gen ATG de la lisozima 2
(Lyz2), de forma que esta insercion hace que la expresion de la Cre
recombinasa esté dirigida por el promotor del gen Lyz2, que es
especifico de células de estirpe mieloide. La descendencia de este cruce
se compone de ratones heterocigotos para el gen de la IL-6 floxeado y
para el gen de la Cre recombinasa. Estos ratones s6lo tendrian un alelo
del gen de IL-6 intacto en las células de estirpe mieloide mientras que el
otro alelo de IL-6 seria salvaje.

Para obtener los distintos genotipos utilizados en este estudio, se
cruzaron los ratones heterocigotos para el gen de la IL-6 floxeado y para
la Cre recombinasa con ratones homocigotos para el gen de la IL-6
floxeado (IL-6LOX/LOX) De este cruce, se obtuvieron ratones homocigotos
para el gen de la IL-6 floxeado que poseian la Cre recombinasa, y como
consecuencia, tendrian delecionados ambos alelos de IL-6 en las células
de estirpe mieloide y no expresarian IL-6 en estas células (IL-6 KOy). En

este trabajo, usamos como controles ratones de las mismas camadas
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que son homocigotos para el gen de la IL-6 floxeado (IL-6LOX/LOX) pero

que no expresan la Cre recombinasa (CTRL FL).

o~ i x Ml

|L-BLOX/LOX LysMCre**

FL M x M

IL_6LOX/WT Lys MCre+/- I IL_6LOX/LOX
25% W 250_W 250 W 2505 W
F2 l
|L-6LOXLOX IL-BLOX/LOX |L-6LoxwT IL-BLoxwT
LysMCre*- LysMCre” LysMCre*- LysMCre”

IL-6 KO,, CTRL FL

Figura 29. Estrategia de cruzamientos para obtener ratones KO condicionales de IL-6 en
macrofagos (IL-6 KOwm). En la generaciéon FO, ratones homocigotos para la Cre recombinasa
(LysMCre*/*) se cruzaron con ratones homocigotos floxeados para IL-6 (IL-6LOX/LOX). Todos los
ratones de la primera generacion (F1), fueron heterocigotos para ambos genes (IL-6LOX/WT
LyMCre*/-). Estos ratones fueron cruzados con ratones homocigotos floxeados para IL-6 (IL-
6LOX/LOX) y en la segunda generacion (F2), se obtuvieron cuatro genotipos: IL-6LOX/LOX LyMCre*/-,
IL-6L0X/LOX LyMCre-/-, IL-6LOX/WT LyMCre*/- y IL-6LOX/WT LyMCre-/-. Para los experimentos de este
trabajo se compararon los ratones IL-6L0X/LOX L yMCre*/- (IL-6 KOwm) con los ratones controles que
no expresaban la Cre recombinasa, IL-6L0X/LOX LyMCre-/- (CTRL FL). IL-6:Interleucina-6.

1.1.1.2.- Ratones KO condicionales de IL-6 en hepatocitos (IL-6

KOm)

Para obtener los ratones KO condicionales de IL-6 en hepatocitos
(IL-6 KOn) se realizo la misma estrategia de cruzamientos que en los
ratones IL-6 KOwm , pero utilizando un raton en el que la expresion de la
Cre recombinasa estaba dirigida por el promotor de la albumina
(AlbCre) (B6.Cg-Tg(Alb-cre)21Mgn/J, The Jackson Laboratory, stock
3574) en lugar de la lisozima (Figura 30). Los ratones AlbCre se han
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utilizado para la deleccion de genes flanqueados por secuencias LoxP en
hepatocitos, y se han generado mediante el desarrollo de una
construccion genética que contenia el promotor de la albumina de 2.34
Kpb, la Cre recombinasa con secuencia de localizacion nuclear y un
fragmento de 2.1 Kpb del gen de la hormona de crecimiento humana.
Esta construccion genética fue inyectada a un pronucleo B6D2(F2) vy,
posteriormente, estos ratones se cruzaron con ratones C57BL6/J (The
Jackson Laboratory).

La descendencia del cruce de un raton floxeado para IL-6
homocigoto (IL-6L0X/LOX) con wun raton AlbCre, fueron ratones
heterocigotos para el gen de la IL-6 floxeado y para el gen de la Cre
recombinasa. Estos ratones so6lo presentan un alelo del gen de IL-6
intacto en hepatocitos mientras que el otro alelo de IL-6 es salvaje.

Para obtener los distintos genotipos utilizados en este estudio, se
cruzo el raton heterocigoto para el gen de la IL-6 floxeado y para la Cre
recombinasa con ratones homocigotos para el gen floxeados de la IL-6
(IL-6L0X/LOX) De este cruce, se obtuvieron ratones homocigotos para el
gen de la IL-6 que poseian la Cre recombinasa y, como consecuencia,
que tenian delecionado ambos alelos de IL-6 en hepatocitos y no
expresaban IL-6 en los mismos (IL-6 KOmn). En este trabajo, usamos
como controles ratones homocigotos floxeados de IL-6 (IL-6LOX/LOX) de
las mismas camadas pero que no portaban el gen de la Cre

recombinasa (CTRL FL).
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FO __-)(‘_

|L-6LOX/LOX AlbCre**

Im
FL e x D

IL-6LOXWT AlpCre*- I L -6LOXILOX
25% W 250 W 25% W 25% W
F2 l
|L-GLOXILOX IL-GLOXLOX |L-6LOX/WT IL-gL-oxwT
AlbCre*- AlbCre- AlbCre*- AlbCre-

IL-6 KO, CTRL FL

Figura 30. Estrategia de cruzamientos para obtener ratones KO condicionales de IL-6 en
hepatocitos (IL-6 KOsn). En la generaciéon FO, ratones homocigotos para la Cre recombinasa
(AlbCre*/+) se cruzaron con ratones homocigotos para el gen floxeado de IL-6 (IL-6LOX/LOX). Todos
los ratones de la primera generacién (F1l), fueron heterocigotos para ambos genes (IL-6LOX/WT
AlbCre*/-). Estos ratones fueron cruzados de nuevo con ratones homocigotos para el gen
floxeado de IL-6 (IL-6LOX/LOX) y en la segunda generaciéon (F2), se obtuvieron cuatro genotipos:
IL-6LOX/LOX AlbCre*/-, IL-6LOX/LOX AlbCre-/-, IL-6LOX/WT AlbCre*/- y IL-6LOX/WT AlbCre-/-. Para los
experimentos de este trabajo, comparamos los ratones IL-6L0X/LOX AlbCre*/- (IL-6 KOn) con los
ratones controles que no expresan la Cre recombinasa, IL-6LOX/LOX AlbCre-/- (CTRL FL). IL-6:
Interleucina-6.

1.1.2.-Ratones reporteros de linaje celular

El sistema Cre/LoxP se utiliza habitualmente para generar
ratones KO condicionales. En este sentido, los ratones reporteros de
linaje celular son una herramienta util para definir de forma espacial y
temporal la extension de la recombinacion mediada por la enzima Cre
recombinasa. La generacion de ratones reporteros con marcaje
endoégeno de proteinas fluorescentes mediante el sistema Cre/LoxP

permite visualizar dichos marcadores in vivo y en muestras fijadas de
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tejidos obtenidos. El uso de estos ratones ha permitido delinear la
morfologia celular de las células estudiadas, destacar estructuras en la
membrana de estas células y visualizar procesos celulares. Ademas,
estos ratones han sido usados como una herramienta para estudiar el
linaje celular, estudios de trasplante y analisis de la morfologia celular

in vivo (Muzumdar et al, 2007).

1.1.2.1.- Ratones reporteros de células de estirpe mieloide

Para obtener ratones reporteros de células de origen mieloide se
realizaron cruces entre un raton LysMCre (la expresion de la Cre
recombinasa esta dirigida por el promotor de la lisozima, de forma que
estd enzima se expresa en células de estirpe mieloide) y un raton
Tomato-dye-EGFP (TAEGFP) (B6.129(Cg)-Gt(ROSA)26Sortm4ACTB-tdTomato,-
EGFP)Luo / J The Jackson Laboratory, stock 7676). El raton TAEGFP esta
transfectado de forma estable con el vector ROSAmT/mG, Este vector lleva
la proteina Tomato con un patron de expresion de membrana (mT)
flanqueado por secuencias LoxP, el promotor pCA y la secuencia de la
proteina GFP con un patréon de expresion de membrana (mG) (Figura
31). Los ratones procedentes del cruce mencionado previamente
expresan la proteina fluorescente roja Tomato-dye en la membrana
plasmatica de todas sus células, salvo en las células que expresan la
Cre recombinasa. La expresion de Cre recombinasa en dichas células

media la excision de la secuencia STOP floxeada, pasando a expresar la
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proteina fluorescente verde EGFP en su membrana plasmatica

(Muzumdar et al, 2007).

LoxP mG pA

Figura 31. Representacion del vector ROSAmT/mG antes y después de la recombinacién por
la recombinasa Cre. El vector ROSAmT/mG posee el cassette Tomato (td) con un patrén de
expresion de membrana (mT) flanqueado por dos sitios loxP (representados por un triangulo) a
cada lado del cassette. La expresion de este cassette esta dirigida por el promotor pCA, y en este
vector también se encuentra la secuencia con la proteina fluorescente verde (GFP) con un
patrén de expresion de membrana (mG). A. Bajo la accién especifica del promotor pCA, los
ratones transfectados con el vector ROSAmT/mG (TAEGFP) tienen fluorescencia roja con
localizacién de membrana en todos los tejidos. B. Cuando se cruzan estos ratones con otros que
expresan la Cre recombinasa bajo la accién de un promotor especifico de tejido o célula, la
camada resultante sufre la delecion del cassette mT en los tejidos que expresan la Cre
recombinasa, ya que ésta reconoce los sitios loxP del cassette mT y mediante recombinacion
homologa se produce la deleciéon del mismo, permitiendo al promotor pCA dirigir la expresién de
EGFP con una localizacién de membrana. PA son las secuencias de poliadenilacién. Imagen
modificada de Muzumdar et al, 2007.

La descendencia del cruce de un raton LysMCre con un raton
TdEGFP esta compuesta por ratones (LysMCre-TdEGFP) que tienen
fluorescencia roja en la membrana de las células de todos los tejidos,
salvo en las células que producen la lisozima (células de origen
mieloide) que al expresar la Cre recombinasa son de color verde en su

membrana (Figura 32).
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N v 1

LysMCre TdEGFP

Células no mieloides:Td

Figura 32. Estrategia de cruzamiento para obtener ratones reporteros de linaje de células
mieloide (LysMCre-TdEGFP). Tras el cruzamiento de ratones LysMCre con ratones TAEGFP, se
obtienen ratones que expresan la proteina tomato en la membrana de todas sus células
(fluorescencia roja) salvo en las células que producen lisozima (células de origen mieloide) que
expresan la proteina GFP en su membrana (fluorescencia verde). La visualizaciéon de la
fluorescencia y las fotos a una amplificacién de 40X fueron realizadas con la ayuda de un
microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E800) acoplado a una camara (Nikon Digital
Camera DXM1200F). LysMCre: Lisozima Cre; TAEGFP: De sus siglas en inglés "Tomato-dye-
EGFP”; GFP: De sus siglas en inglés "Green Fluorescent protein” (Proteina fluorescente verde).

1.1.2.2.-Ratones reporteros de hepatocitos

Para obtener ratones reporteros con marcaje enddégeno en
hepatocitos se realizaron cruces entre ratones AlbCre (con la expresion
de la Cre recombinasa dirigida por el promotor de la albumina, de forma
que esta enzima se expresa en hepatocitos) y ratones Tomato-dye-EGFP
(TAEGFP)  (B6.129(Cg)-Gt(ROSA)26Sortm+ACTB-tdTomato,-EGFP)Luo / J = The
Jackson Laboratory, stock 7676). La descendencia de este cruce esta
compuesta por ratones (AlbCre-TdEGFP), que tienen fluorescencia roja
en la membrana plasmatica de todas las células, salvo en aquellas que

producen albumina (hepatocitos), las cuales al expresar la Cre
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recombinasa presentan expresion de la proteina fluorescente verde

EGFP en su membrana (Figura 33).

N ¥ =

AlbCre TJdEGFP

No hepatocitos:Td

Figura 33. Estrategia de cruzamiento para obtener ratones fluorescentes en hepatocitos
(AlbCre-TdEGFP). Tras el cruzamiento de ratones AlbCre con ratones TAEGFP, se obtienen
ratones que expresan la proteina Tomato-dye en la membrana de todas sus células
(fluorescencia roja) salvo en aquellas que producen albumina (hepatocitos), las cuales expresan
la proteina GFP en su membrana (fluorescencia verde). La visualizacién de la fluorescencia y las
fotos a una amplificacion de 20X fueron realizadas con la ayuda de un microscopio de
fluorescencia (Nikon Eclipse E800) acoplado a una camara (Nikon Digital Camera DXM1200F).
AlbCre: Albumina Cre; TAEGFP: De sus siglas en inglés "Tomato-dye-EGFP”; GFP: De sus siglas
en inglés "Green Fluorescent protein” (Proteina fluorescente verde).

1.1.3.- Genotipaje de ratones

Los ratones se destetaron a los 21 dias tras el nacimiento, se
identificaron con etiquetas en las orejas y se separaron por sexos. Se les
cortd6 un trocito de cola de menos de 0,5 cm que se almacend en
criotubos a -80°C para posteriormente extraer el ADN y genotipar a los
animales por PCR. Este genotipaje fue confirmado de nuevo por
muestras de oreja o de tejido hepatico obtenido al final de cada

experimento.
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1.1.3.1.- Extraccion de ADN

Las muestras de tejido de cola u oreja se digirieron durante la
noche con buffer de lisis (10 mM Tris pH 8.0, 200 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1% SDS) y proteinasa K (Sigma-Aldrich) en rotacion en un horno
a 55°C. El ADN se aislo con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1)
(Sigma-Aldrich) y se precipité con etanol al 95% (VWR Chemical). Tras
centrifugar, el pellet de ADN se resuspendié en buffer TE 10:1 (10 mM
Tris, 1 mM EDTA pH 8.0) y agua libre de nucleasas.

La concentracion de ADN se determiné mediante la medida de la
absorbancia a 260 nm con la ayuda de un Nanodrop (Nucliber). Se
calcul6 la pureza de los extractos por la relacion entre las absorbancias
a 260 y 280 nm. En todos los casos esta relacion fue cercana a 2. Una
relacion cercana a 2 indica ausencia de contaminacion por proteinas en
la muestra.

Finalmente, la concentracion de ADN se normalizO0 a una
concentracion final de 100 pg/mL. Tras este paso, las muestras se
usaron para realizar la PCR o bien se guardaron a 4°C para hacer

posteriormente esta reaccion.

1.1.3.2.-Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para genotipar a los animales se uso la técnica de PCR. Los
cebadores utilizados para las diferentes reacciones fueron Ilos
recomendados por la casa comercial The Jackson Laboratory o los
aconsejados por el Dr. Hidalgo para los ratones floxeados de IL-6, y se

resumen en la Tabla 3.
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En todas las PCRs se utilizaron 2ulL. de ADN y 23 uL de mezcla de
reaccion que contenia los distintos reactivos utilizados para cada PCR.
En la Tabla 4 se resumen las proporciones por muestra de los
diferentes reactivos utilizados en cada PCR.

Las PCRs fueron realizadas en un termociclador iQ5 Multicolor
Real Time PCR Detection System (Bio-Rad) y los protocolos que se

utilizaron para cada reaccion se detallan en la Tabla 5.

PCR GEN SECUENCIA
IL6FL (Sentido) 5’ CCC ACC AAG AAC GAT AGT CA 3’
IL-6 floxeado IL6FL (Antisentido) 5’ GGT ATC CTC TGT GAA GTC CTC 3
IL6FL (Delta) 5’ ATG CCC AGC CTA ATC TAG GT 3’
GenCreJ (Sentido) 5’ GCG GTC TGG CAG TAA AAA CTA TC 3’

GenCreJ (Antisentido) 5’ GTG AAA CAG CAT TGC TGT CAC TT 3’
Cre de Jackson

[PosC (Sentido) 5’ CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGATCT 3’
[PosC (Antisentido) 5’ GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C 3’
LysMCreJd-A 5’ CCC AGA AAT GCC AGA TTA CG 3’
LysMCre LysMCreJ-B 5’ CTT GGG CTG CCA GAA TTT CTC 3’
LysMCreJ-C 5’ TTA CAG TCG GCC AGG CTG AC 3’

Tabla 3. Genes y cebadores especificos para cada PCR de genotipaje.
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Reactivos

10X buffer de reaccion

(Quiagen)

25 mM MgCl2 (Quiagen)

10 mM dNTPs (Sigma

Aldrich)

50 uM cebador sentido

50 uM cebador

antisentido

50 uM control interno

sentido

50 uM control interno

antisentido

Q Solution 5X (Quiagen)

5 U/uL Qiagen Taq

(Quiagen)

H>0dd

IL-6
floxeado

2.5 uL

3.5 ulL

2 uL

0.5 uL

0.5 uL

2.5 ul

0.125 pL

11.375 uL

Cre de
Jackson

2.5 uL

2 uL

0.5 uL

0.5 uL

0.5 uL

0.5 uL

0.5 uL

2.5 ulL

0.125 pL

13.375 uL

Materiales y Métodos

LysMCre
(salvaje)

2.5 uL

0.5 uL

0.5 uL

0.0375 uL

(20mM)

2.5 ulL

0.125 uL

16.8375 uL

Tabla 4. Reactivos y cantidades de los reactivos de las distintas PCRs.
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2.5 uL

0.5 uL

0.5 uL

0.25 uL

2.5 ulL

0.125 uL

16.625 uL
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IL-6 floxeado Cre de Jackson LysMCre
Pasos e T e e T Ne Ta T N°
(°C) (min) (°C) (min) (°C) (min)
Desnaturalizacién 95 3 1 95 3 1 95 3 1
Desnaturalizaciéon 95 1 95 0,5 95 0,5
53.
57 1 1 62 1
Alineamiento 33 5 34 35
> 72 1 72 1 72 1
Elongacion
Elongacién 72 10 1 72 10 1 72 10 1
Mantenimiento 4 ) 1 4 o0 1 4 o0 1

T?(°C): Temperatura en grados centigrados. T(min):Tiempo en minutos. N°: Numero de ciclos.

Tabla 5. Condiciones de amplificaciéon de las distintas PCRs.

Los productos de cada PCR se evaluaron mediante electroforesis a
60 Voltios durante 1 hora en un gel de agarosa al 1% (Bio-Rad) tenido
con Gelred® y posterior exposicion a luz ultravioleta.

La PCR para detectar la presencia de los alelos floxeados se
basaba en el empleo de dos cebadores (IL6FL sentido y antisentido)
(Tabla 3). Uno de ellos reconocia una secuencia intronica entre el exon
1 y exon 2 y el otro se unia al final del ex6n 2. Esta PCR de IL-6
generaba una banda de 317 pb para los ratones homocigotos para los
alelos de IL-6 salvajes (sin modificaciones), una banda de 420 pb para
los ratones homocigotos para los alelos de IL-6 floxeados y dos bandas
de 317 pb y 420 pb para los ratones heterocigotos (un alelo de IL-6

salvaje y otro alelo floxeado) (Figura 34.A).
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En la PCR utilizada para detectar la presencia de la Cre
recombinasa en ratones IL-6 KOy y IL-6 KOn (PCR Cre de Jackson), se
utilizaron los cebadores descritos en la Tabla 3. Esta PCR incluia un
control interno positivo, de forma que aparecia una banda de 324 pb en
todos los animales. Los animales que tenian el transgen (recombinasa
Cre insertada en el genoma) presentaban una banda adicional de 100
pb (Figura 34.B).

Ocasionalmente, utilizamos una PCR para detectar la presencia
de heterocigotos para la Cre recombinasa en ratones IL-6 KOwm (PCR
LysMCre); los cebadores utilizados figuran en la Tabla 3. Esta PCR
generaba una banda de 350 pb para los ratones que no presentaban la
Cre recombinasa en sus dos alelos, una banda de 700 pb para los
ratones homocigotos para la Cre recombinasa y dos bandas de 350 pb
y 700 pb para los ratones heterocigotos (un alelo presentaba la Cre

recombinasa mientras que el otro alelo no la presentaba).
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A a0 IL-6 KO,,
317 pb
1234656789 BIk C*
420 pb
317 pb IL-6 KOy
123456789 BIk C*
CRE DE JACKSON
B 324 pb
123456789 BIk C*
324 pb

12345686789 Blk C* -

Figura 34. Electroforesis en gel de agarosa de las distintas PCRs. El ADN amplificado se
corri6 en un gel de agarosa al 1% y se expuso a luz ultravioleta. Cada ntimero corresponde a un
animal. Blk es la muestra control que contenia H20dd en lugar de ADN, y C+ corresponde a un
animal heterocigoto utilizado como control positivo. A. Resultados de la PCR de IL-6. Los
ratones 2-5 IL-6 KOm son homocigotos para el alelo IL-6 floxeado mientras que el resto de los
ratones son heterocigotos (alelo IL-6 floxeado y alelo IL-6 salvaje). En el caso de los ratones IL-6
KOm, el ratén 4 es heterocigoto mientras que el resto de los ratones son homocigotos para el
alelo IL-6 floxeado. En ambas cepas de ratén, se uso como control positivo (C+) un ratén
heterocigoto. B. Resultados de la PCR de Cre recombinasa de Jackson. Todos los ratones
presentan una banda de control positivo interno de 324 pb. El ratén 6 IL-6 KOwm presenta una
banda de 100 pb que corresponde a la secuencia de la Cre recombinasa. En el caso de los
ratones IL-6 KOun, los ratones 2, 5, 8 y 9 presentan una banda de 100 pb que corresponde a la
secuencia de la Cre recombinasa. En ambas cepas de ratéon, se us6 como control positivo (C+)
un ratén heterocigoto para la secuencia de la Cre recombinasa. IL-6: Interleucina-6; IL-6 KOw:
raton con deficiencia selectiva de IL-6 en células de origen mieloide; IL-6 KOn: ratén con
deficiencia selectiva de IL-6 en hepatocitos.
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1.1.4.- Caracteristicas basales de ratones con deficiencia selectiva

de IL-6 en células especificas

Los ratones KO condicionales para IL-6 tanto en células de origen
mieloide como en hepatocitos fueron creados por primera vez para la
realizacion de estos experimentos, por lo que para su caracterizacion
basal medimos los siguientes parametros:

» El recuento de células sanguineas
» Parametros bioquimicos en plasma

» El peso corporal

1.1.4.1.-Recuento de células sanguineas

En ratones KO condicionales para IL-6 tanto de células de origen
mieloide como de hepatocitos, y en sus respectivos controles, se
midieron en plasma los parametros descritos en la Tabla 6. Para
realizar este analisis, recogimos muestras de sangre retro-orbitaria con
capilares heparinizados en ratones no operados de 8-14 semanas de
edad, como se describe en el apartado 3 de Material y Métodos. Estas
muestras fueron medidas en un autoanalizador hematologico (Mindray

BC 2800 Vet), siguiendo las indicaciones del fabricante.
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PARAMETROS UNIDADES
Contaje de globulos blancos (WBC) X 109 /L
Contaje de globulos rojos (RBC) X 1O12 /L
Plaquetas (PLT) X 109 /L

Porcentaje de linfocitos (LYM%) -
Porcentaje de monocitos (MON%)
Porcentaje de granulocitos (GRAN%)

Hematocrito en porcentaje (HTC%) -

Tabla 6. Parametros sanguineos analizados en un autoanalizador hematolégico (Mindray BC
2800 Vet).

1.1.4.2.-Determinacion de parametros bioquimicos en plasma

En ratones KO condicionales para IL-6 tanto de células de origen
mieloide como de hepatocitos, y en sus respectivos controles, se
midieron en plasma los parametros bioquimicos descritos en la Tabla 7.
Para realizar este analisis, recogimos muestras de sangre retro-orbitaria
con capilares heparinizados en ratones no operados y en ratones
sometidos a una HP modificada y sacrificados a las 32 horas tras la
cirugia, como se describe en el apartado 3 de Material y Métodos. Estas
muestras se analizaron con métodos de laboratorio comunes del
Departamento de Analisis Clinicos del Hospital General Universitario

Gregorio Maranon (HGUGM).

PARAMETROS BIOQUIMICOS UNIDADES
Alanina aminotransferasa (ALT) U/L
Aspartato aminotransferasa (AST) U/L
Fosfatasa alcalina (FAL) U/L
Lactato deshidrogenasa (LDH) U/L
Fosfato mg/dL

Tabla 7. Parametros bioquimicos analizados en el Departamento de Analisis Clinicos del
HGUGM.
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1.1.4.3.-Evaluacion del peso corporal

En ratones KO condicionales para IL-6 de células de origen
mieloide e hepatocitos y en sus respectivos controles, se midi6 a las 8-
14 semanas de edad el peso corporal en gramos sobre una balanza de
precision, usando un vaso de precipitados previamente tarado para

depositar el animal sobre el aparato (Figura 35).

Jaula con animales

Balanza de precision

Figura 35. Medida del peso corporal en ratones con balanza de precision. Los ratones
fueron recogidos uno a uno de sus jaulas y depositados en un vaso de precipitados previamente
tarado sobre una balanza de precision.

1.2.- MODELOS EXPERIMENTALES

1.2.1.- Hepatectomia parcial (HP) de 2/3 (70%)

El modelo experimental utilizado para inducir la regeneracion
hepatica en ratones fue la realizacion de una HP de 2/3, que implica la
reseccion del 70% del parénquima hepatico. Los modelos de
regeneracion hepatica  requieren condiciones experimentales
estandarizadas para evitar cambios en la reproducibilidad de los

resultados. Ademas, la duracion de la fase inicial de la regeneracion
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hepatica, la intensidad y el momento de inicio de la sintesis maxima de
ADN y el momento de comienzo de la mitosis que conllevan la induccion
de la regeneracion hepatica varia en los animales dependiendo de los
siguientes factores (LaBrecque et al, 1978; Nevzorova et al, 2015):

» la especie animal empleada.

> la edad.

» el status nutricional.

> el sexo.

» el ritmo circadiano.

» la anestesia empleada.

Para evitar el impacto de estos factores en la técnica quirurgica,
fueron escogidos ratones machos de 8-14 semanas de edad (peso de 20-
25 gramos) del mismo background genético (C57BL6). Estos ratones
fueron dejados en ayunas la noche previa a la cirugia, que siempre se
llevo a cabo a la manana siguiente entre las 8:00 y 14:00 horas.

En el momento de la cirugia, los ratones fueron anestesiados con
sevoflurano inhalado (Abbvie). La profundidad de la anestesia se
consider6o suficiente cuando los animales no tenian reflejo pedal de
retirada y no reaccionaban al corte de la piel o peritoneo. El
equipamiento para administrar anestesia consistio en un regulador de
flujo para suministrar oxigeno, un vaporizador para anadir sevoflurano
(Abbvie) al flujo anterior en una proporcion conocida, y una camara de
induccion y una mascarilla para la induccion y mantenimiento de la
anestesia, respectivamente. Durante la fase de induccion, el flujo de

aire y oxigeno fue de 1,5 L/min y la concentracion de sevoflurano fue
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del 5%, mientras que en la fase de mantenimiento se redujeron a 0.5
L/min y 3-4 %, respectivamente.

Los grupos control con operaciones simuladas (SHAM) deben ser
siempre incluidos en estos estudios puesto que el estrés quirurgico, la
manipulacion del higado e incluso la anestesia, pueden iniciar el
fenéomeno de sintesis de ADN (Moolten et al, 1970). Por este motivo,
incluimos dos tipos de grupos controles:

> Ratones no operados que no fueron sometidos al estrés

quirurgico, pero si que fueron puestos en ayunas durante la
noche anterior a la cirugia y la toma de muestras se realizo
a la manana siguiente.

> Ratones SHAM que fueron sometidos a una laparotomia

media y una ligera manipulacion con un bastoncito de
algodon de los lobulos hepaticos, pero sin realizar la
reseccion de los mismos (Figura 36.A).

Las operaciones quirurgicas se realizaron en ratones C57BL6, en
ratones deficientes de IL-6 en células de origen mieloide o en
hepatocitos, y en sus respectivos controles. La técnica de HP descrita en
ratas por Higgins y Anderson R.M. en 1931 con la adaptacion descrita
para ratones de Mitchell C, Willenbring H. en 2008 es la técnica de uso
mas generalizado en la actualidad. Como este modelo de HP mostraba
una serie de limitaciones en cuanto a la variabilidad de tejido resecado,
la eliminacion de la vesicula biliar, y el desarrollo de necrosis
hepatocelular, en el presente trabajo realizamos un estudio preliminar

para tratar de reducir dichas limitaciones. Para ello, evaluamos una
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técnica quirurgica de HP de 2/3 utilizando tres ligaduras separadas (HP
modificada), y comparamos dicha técnica con la técnica de HP
tradicional. Asi, comparamos las dos técnicas de HP que se describen a
continuacion:

» HP tradicional con dos ligaduras.

» HP modificada con tres ligaduras.

1.2.1.1.- HP tradicional con dos ligaduras

La técnica de HP tradicional consiste en realizar una laparotomia
media y resecar el lobulo izquierdo y el lobulo medio hepaticos que
representan aproximadamente el 70% de la masa hepatica. Esta cirugia
se realiza con seda reabsorbible 3:0 y tijeras microquirurgicas (Figura
36.B), como se describe por Mitchell C, Willenbring H, 2008.

En primer lugar, se afeito el abdomen de los animales y se aplico
antisepsia con betadine y alcohol. Para acceder a la cavidad abdominal
y antes de resecar los lobulos hepaticos se realizaron los siguientes
pasos:

» Cortar la piel con tijera gruesa en la linea media hasta el
esternon y con tijera fina el peritoneo.

» Elevar la apofisis xifoides con una pinza. Separar la piel con
separador; es importante tener cuidado para no perforar el
diafragma en este paso, ni seccionar el pediculo vascular.

» Separar los l6bulos hepaticos con un bastoncillo de algodon
humedecido para visualizar el ligamento falciforme y

redondo.
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» Cortar con tijera los ligamentos.
La reseccion del lobulo lateral izquierdo se realizo siguiendo los
siguientes pasos:
» Colocar la sutura (extremo corto a la izquierda) sobre el
pediculo del 16bulo izquierdo.
» Realizar un nudo doble seguido de nudo simple para hacer
la ligadura.
» Cortar un extremo de ligadura.
» Resecar lobulo cerca de ligadura.
» Cortar el extremo de ligadura restante.
La reseccion del 16bulo medio (Figura 37.A) se realiz6 mediante la
aplicacion de los siguientes pasos:
» Colocar la sutura y traer lébulo medio sobre ella con
bastoncillo de algodon.
» Realizar un nudo doble seguido de nudo simple para fijar.
» Cortar un extremo de la ligadura.
» Resecar lobulo cerca de ligadura.
» Cortar el extremo de ligadura restante.
El inconveniente de esta técnica es que la colocacion de la sutura
en el lobulo medio no esta completamente definida y se realiza en base
al criterio del investigador. Como consecuencia, en cada cirugia la

variabilidad de tejido resecado puede variar considerablemente.
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1.2.1.2.- HP modificada con tres ligaduras

Esta técnica representa una ligera modificacion de la HP

tradicional. En lugar de 2 ligaduras, en esta version se utilizan tres

ligaduras para resecar el 16bulo izquierdo y el l6bulo medio hepaticos

(Figura 36.C).

La técnica modificada consistid en realizar una

laparotomia media y similar a la técnica tradicional, la reseccion del

lobulo izquierdo se llevo a cabo con seda reabsorbible 3:0 colocada en la

base del 16bulo izquierdo. Sin embargo, la reseccion del 16bulo medio se

realizo utilizando dos suturas de 3:0 en lugar de una soéla sutura (HP

tradicional), mediante la aplicacion de los siguientes pasos (Figura

37.B):

> Resecar la mitad izquierda del 16bulo medio:

X/
L X4

X/

L X4

X/
L X4

Colocar ligadura de arriba hacia abajo a la izquierda de
la vesicula biliar, dejando extremo corto de la ligadura
abajo.

Traer lobulo medio sobre ella con bastoncillo de algodon.
Realizar un nudo doble seguido de nudo simple para
fijar.

Cortar un extremo de ligadura, resecar l6bulo y cortar

extremo de ligadura restante.

> Resecar la mitad derecha del 16bulo medio:

X/
o

Llevar remanente de 1l6bulo medio hacia diafragma con

bastoncillo.

219



o0

Materiales y Métodos

Colocar ligadura de arriba hacia abajo a la derecha de la
vesicula biliar, dejando extremo corto de la ligadura
abajo.

Traer lobulo medio sobre ella con bastoncillo de algodon.
Realizar un nudo doble seguido de nudo simple para
fijar.

Cortar un extremo de ligadura, resecar lo6bulo y cortar

extremo de ligadura restante.

El fin de utilizar dos ligaduras en el 16bulo medio fue preservar la

vesicula biliar e intentar reducir la variabilidad en la cantidad de tejido

resecado y el desarrollo de necrosis hepatocelular.

C HP modificada

Vena cava
suprahepatica

Vesicula biliar

Figura 36. Representacion de la colocacion de las ligaduras en la HP tradicional frente a la
HP modificada. A. Fotografia de una laparotomia media. B. HP tradicional. Los lébulos
hepaticos numerados del 1-5 corresponden: 1. Medio, 2. Izquierdo, 3. Caudado, 4-5. Derecho.
En color rojo se representan las ligaduras. La colocaciéon de la primera ligadura en la HP
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tradicional es en la base del 16bulo izquierdo mientras que la segunda ligadura se debe colocar
por encima de la vesicula biliar y el nudo no debe estar préximo a la vena cava suprahepatica.
El inconveniente de esta técnica reside en que la colocacion de esta sutura varia segun el
criterio del investigador y es uno de los factores limitantes en el desarrollo de necrosis
hepatocelular y la variabilidad en la cantidad de tejido resecado. C. HP modificada. La primera
ligadura se coloca en la base del 16bulo izquierdo, al igual que en la HP tradicional. La segunda
y tercera ligaduras se colocan paralelas una a la otra desde la base a la zona apical del 16bulo
medio. Esta disposiciéon permitiria preservar la vesicula biliar y podria reducir la variabilidad en
la cantidad de tejido resecado y el desarrollo de necrosis hepatocelular. D. Fotografia de un
raton sometido a una HP y que permanece recuperandose en una caja con una manta térmica.
El peritoneo y la piel se cerraron con una sutura de 3-0. HP: Hepatectomia parcial.

A HP tradicional con dos ligaduras

Figura 37. Comparacion de la reseccion del 16bulo medio en la HP tradicional frente a la
HP modificada. A. HP tradicional con dos ligaduras. La resecciéon del 16bulo medio se realiz6

colocando la ligadura y trayendo el 16bulo medio sobre ella con un bastoncillo de algodén, se
realiza un nudo doble seguido de nudo simple para fijar, se corta un extremo de ligadura y
finalmente se reseca el 16bulo cerca de la ligadura y se corta el extremo de ligadura restante. B.
HP modificada de tres ligaduras. La reseccion del 1l6bulo medio se realizé6 en primer lugar
resecando la mitad izquierda del 16bulo medio; Para ello, colocar ligadura de arriba hacia abajo
a la izquierda de la vesicula biliar, dejando extremo corto de la ligadura abajo. Traer l6bulo
medio sobre ella con bastoncillo de algodén. Realizar un nudo doble seguido de nudo simple
para fijar. Y finalmente, cortar un extremo de ligadura, resecar lobulo y cortar extremo de
ligadura restante. En segundo lugar, se reseca la mitad derecha del 16bulo medio; Para ello,
llevar remanente de 16bulo medio hacia diafragma con bastoncillo. Colocar ligadura de arriba
hacia abajo a la derecha de la vesicula biliar, dejando extremo corto de la ligadura abajo. Traer
lé6bulo medio sobre ella con bastoncillo de algodén. Realizar un nudo doble seguido de nudo
simple para fijar. Y finalmente, cortar un extremo de ligadura, resecar lébulo y cortar extremo
de ligadura restante. HP: Hepatectomia parcial.
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Los materiales requeridos para el desarrollo de ambas cirugias
fueron: Betadine®, alcohol del 70% y desinfectantes, suero salino
precalentado, soporte de la aguja quirurgica, tijeras de microcirugia,
pinzas quirurgicas, cinta para fijacion de los animales y tres lazos de
sutura. Al final de ambas cirugias, se inyecté 0,5 ml de suero salino
estéril precalentado para reponer la pérdida de fluidos corporales y se
cerro la laparotomia en dos planos con sutura de 3-0. La sutura
abdominal se desinfecto con Betadine® (Figura 36 D).

Ambas cirugias duraron menos de 20 minutos, y tras las mismas
los ratones se recuperaron en una caja colocada sobre una manta
térmica durante 15 min. Tras la recuperacion, los animales eran
devueltos a sus jaulas y pudieron tener acceso al agua de bedida ad
libitum en todo momento. La comida se reintrodujo a las 6 horas tras la

cirugia.

1.2.2.- Hepatectomia parcial del 30%

Para evaluar si la extension de una HP influye sobre la
concentracion de IL-6 en plasma y en el lavado peritoneal tras una HP,
realizamos una HP del 30% en ratones C57Bl16/J salvajes. Al igual que
en la HP del 70%, en este experimento dejamos a los ratones en ayunas
la noche anterior y realizamos la HP por la manana entre las 8:00 y
14:00 horas.

El protocolo anestésico empleado en esta cirugia fue similar al
usado en la cirugia del 70%. La técnica quirurgica consistio en resecar

el lobulo lateral izquierdo con una ligadura de 3:0, de forma similar a la
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reseccion de este 16bulo en la HP del 70% tradicional y modificada. Tras
la cirugia, al igual que se hizo con los animales tras la HP del 70%, los
ratones se recuperaron sobre una caja depositada sobre una manta
térmica durante 10 minutos y posteriormente, fueron devueltos a sus
jaulas donde tuvieron acceso al agua de bedida ad libitum en todo

momento y la comida se les reintrodujo a las 6 horas tras la cirugia.

1.2.3.-Inyeccion de lipopolisacarido (LPS)

En algunos experimentos utilizamos un modelo de inyeccion de
LPS para estimular la produccion de IL-6, ya que el LPS es un posible
factor en el inicio de la regeneracion hepatica (Seiki et al, 2005;
Campbell et al, 2006; Fausto et al, 2006). En concreto, los ratones
deficientes de IL-6 en células de origen mieloide y hepatocitos y sus
respectivos controles, recibieron una inyeccion intraperitoneal de LPS
de E. coli cepa 055 (1 mg/kg de peso corporal) o de suero salino
(Vehiculo) que constituia el diluyente del LPS (Figura 39). Tras la

inyeccion, los animales se devolvian a sus jaulas hasta su sacrificio.
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INYECCION DE LPS/ VEH (1 mg/kg de peso corporal i.p)

Figura 38. Inyeccion de LPS/vehiculo por via intraperitoneal. Se administré LPS de E.coli o
vehiculo (suero salino) a una concentracién de 1mg/kg de peso corporal del animal por via
intraperitoneal para estimular la produccién de IL-6. LPS: Lipopolisacarido; IL-6: Interleucina-6.

1.2.4.- Monitorizacion de los animales tras la realizacion de los

modelos experimentales

Los animales fueron monitorizados desde el comienzo de cada
modelo experimental hasta el sacrificio de los mismos evaluando los
parametros descritos en la Tabla 8. Cuando algun raton mostré un
indice de dolor de 5 6 mas, llamamos al Departamento de Veterinaria
para examinar al animal y decidir si continuaba en el experimento o si,

por el contrario, se sacrificaba y excluia del mismo.
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Puntuacién Aspecto del Ojos Coordinacion/ Condicion
pelo postura general
Normal, bien
(0] aseado, pelo Abiertos, alerta Normal Normal
lacio y brillante
Camina raro o
ligeramente Mal aspecto pero
1 No bien aseado Entrecerrados encogido; todavia actiia de forma
corre o se mueve normal
espontaneamente
Anda encogido o
Pelo de mal “en cascara de Ligeramente
2 aspecto, Cerrados huevo”, no corre, deprimido, mal
incision sucia anda despacio aspecto
espontaneamente
Anda despacio con
Pelo de muy esfuerzo o solo
3 mal aspecto, cuando se le Muy deprimido y
pérdida de pelo, _ estimula golpeando muy mal aspecto
incisién sucia la jaula con los
dedos
Encogido, tropieza,
o debe ser
4 - - -
empujado para
moverse
Encogido, no anda
5 - - incluso cuando se -

le empuja

Tabla 8. Criterios para la monitorizacion del dolor postoperatorio en ratones. Los ratones se
observaban cada hora durante las primeras 4 horas tras la realizacién de la cirugia, y se les
puntuaba a las 4 horas tras la cirugia, y después una vez al dia hasta que eran sacrificados. Un
indice de dolor se calculaba sumando la puntuacion del Aspecto del pelo, Ojos,
Coordinacion/postura, y Condiciéon general. Si un raton recibia una puntuaciéon de 5 o mas,
contactabamos al Departamento de Veterinaria para examinar al animal y decidir si continuaba
en el experimento o si, por el contrario, se sacrificaba y se excluia del mismo.
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2.- EXPERIMENTOS IN VITRO

2.1.- AISLAMIENTO Y CULTIVO PRIMARIO DE MACROFAGOS

PERITONEALES

La cavidad peritoneal representa un lugar accesible para obtener
un numero moderado de macrofagos residentes, los cuales se han
estudiado ampliamente. Gran parte del conocimiento que existe de los
macrofagos residentes tisulares proviene del estudio de los macrofagos
obtenidos de la cavidad peritoneal. La limitacion del uso de estos
macrofagos a nivel experimental proviene del bajo rendimiento de su
obtencion de la cavidad peritoneal, aproximadamente de 0,5-1 x 10°
macrofagos en el peritoneo de un raton (Zhang et al, 2008).

Para aumentar el rendimiento del aislamiento se han disehado
varias estrategias. Una de ellas se basa en utilizar reactivos como
tioglicolato que estimulan la migracion de monocitos al peritoneo y
como consecuencia aumentan la produccion de macroéofagos (Zhang et
al, 2008).

La técnica empleada para la separacion de los macrofagos
peritoneales del resto de células del lavado peritoneal, se basoé en la
seleccion positiva de macrofagos peritoneales con bolas magnéticas
anti-estreptavidina en separadores magnéticos (imanes) con columnas
Macs (Miltenyi Biotec) (Figura 39).

Estas columnas han sido desarrolladas para la seleccion positiva
de células animales y humanas a partir de una suspension celular

heterogénea. Esta tecnologia se basa en el empleo de bolas magnéticas
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pequenas (50 nm) marcadas con el anticuerpo anti-estreptavidina que
pueden unirse a las células de interés si estas células se marcan con un
anticuerpo biotinilado. Debido a su pequeno tamano, estas bolas no
activan a las células y no saturan los epitopos de la superficie celular.
De esta manera, cuando la suspension con las células de interés
marcadas con el anticuerpo biotinilado y las bolas magnéticas
marcadas con anti-estreptavidina se somete a un campo magnético alto,
se puede separar las células de interés del resto de células de la
solucion. En este trabajo, usamos columnas LS (Miltenyi Biotec) sobre
separadores magnéticos (Miltenyi Biotec) que favorecen la retencion de

las células marcadas con bolas magnéticas anti-estreptavidina.

. Marcaje de macréfagos peritoneales
T‘ con anticuerpo biotinilado y bolas

..O o»r( maghnéticas anti-streptavidina

Los macrofagos peritoneales son

retenidos en las columnas

localizadas sobre un separador
[ magnético.

Las células que no son macréfagos
peritoneales pasan a través la
columna.

O
N

Figura 39. Seleccion positiva de macréfagos peritoneales con bolas magnéticas anti-
estreptavidina en separadores magnéticos con columnas Macs. Imagen modificada de
Miltenyi biotec.
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2.1.1.- Extraccion de macrofagos peritoneales

Para estimular la migracion de monocitos al peritoneo, cuatro
dias antes de realizar la extraccion de macrofagos se administré por via
intraperitoneal 1 mL de tioglicolato al 3% diluido 1:2 en salino. Tras la
inyeccion, los animales se devolvieron a sus jaulas hasta el dia en el
que se realizo la extraccion de macrofagos peritoneales. Durante este
tiempo, se monitorizo la aparicion de signos relacionados con el dolor
(Tabla 8).

El dia de la extraccion, se realizo la eutanasia de los animales
mediante inhalacion de CO». Tras la eutanasia, la pared abdominal fue
desinfectada con etanol al 70% y la piel fue cortada con una tijera
gruesa en la linea media hasta el esternon, con cuidado de no romper el
peritoneo (Figura 40.A). Para extraer los macrofagos peritoneales, se
utiliz6 una jeringa estéril precargada con 10 mL de tampodn fosfato
salino (PBS) frio y una aguja de 21G. La jeringa se introdujo a traves de
la pared peritoneal con la punta biselada de la misma mirando hacia el
interior. En este paso hay que tener cuidado de no pinchar al intestino
porque dificultaria la extraccion de macrofagos peritoneales por
contaminacion con células de la sangre. Tras la inyeccion de PBS en la
cavidad peritoneal, se agitdo al animal y se aspiré lentamente el lavado
peritoneal. La inyeccion y aspirado de PBS se repitieron 2 6 3 veces

para obtener un volumen final de 20-25 mL de lavado peritoneal.
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2.1.2.-Separacion de macrofagos peritoneales en columnas
magnéticas

El lavado peritoneal se centrifugé a 1500 revoluciones por minuto
(rpm) durante 10 min a 4°C. Tras centrifugar y descartar el
sobrenadante, se resuspendié el pellet de células en 10 ml de buffer
Macs (PBS, 2mM EDTA, 0,5% de albumina de suero bovino, BSA) segun
las instrucciones del fabricante de las columnas y separadores
magneéticos.

El recuento de células se realizo en una camara de Neubauer y el
aislamiento de macréfagos peritoneales se llevo a cabo en una campana
de flujo laminar (Gelaire Flow Laboratories, modelo BSB 3A) para evitar
la contaminacion del cultivo posterior.

Alicuotas de la suspension celular obtenidas antes de la
separacion de los macrofagos peritoneales se utilizaron para cultivar 2 x
105 células del lavado peritoneal por pocillo (3-5 pocillos por cada
condicion y animal) en placas de 96 pocillos y 0,5-1x10° células se
guardaron a 4°C para posteriormente realizar una citometria con
marcadores de monocito/macrofago. A este grupo de células las
denominamos como pre-aislamiento. Las células del lavado peritoneal
dispuestas en placas para el cultivo, fueron tratadas en presencia o
ausencia de LPS de E. coli cepa 055 (100 ng/ml) (Sigma Aldrich). La
concentracion de LPS para estos experimentos fue elegida en base a
estudios previos (Brown et al, 2004; Bondue et al, 2012). Las placas con
el cultivo primario de células del lavado peritoneal se mantuvieron en

un incubador (Heraeus) a 37°C y 5% de CO2 durante 3 h, 6 h, 16 h y 24
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horas con medio de cultivo en presencia o ausencia de LPS. La eleccion
de estos tiempos de cultivo se basé en estudios previos (Soudi et al,
2013; Ling et al, 2014). A los tiempos indicados, se recogio el
sobrenadante para determinar la produccion de IL-6 mediante ELISA
como se describe en el apartado 4.4.3 de Material y Métodos.

El resto del lavado peritoneal se centrifugo a 300 g durante 10
min a 4°C. Tras retirar el sobrenadante, se resuspendio el pellet de
células en 200 pL de buffer Macs por cada 106 células y se incubaro
durante 20 min a 4°C con 1 uL de anticuerpo F4/80 biotinilado
(Miltenyi Biotec) segun las recomendaciones del fabricante. En este
paso, los macrofagos peritoneales son marcados con el anticuerpo
F4 /80 biotinilado para su posterior aislamiento.

Tras la incubacion, las células se lavaron con 2 mL de buffer
macs y fueron centrifugadas a 300 g durante 10 min a 4°C. Tras retirar
el sobrenadante, se resuspendio el pellet de células en 80 uL de buffer
Macs por cada 107 células y se incubaron durante 15 min a 4°C con 20
uL de bolas magnéticas anti-estreptavidina (Miltenyi Biotec), segun las
recomendaciones del fabricante. En este paso, los macrofagos
peritoneales marcados con el anticuerpo F4/80 biotinilado se unen a
las microbolas magnéticas anti-estreptavidina.

Tras la incubacion, las células se lavaron con 2 mL de buffer
macs y fueron centrifugadas a 300 g durante 10 min a 4°C. Tras retirar
el sobrenadante, se resuspendio el pellet de células en 0.5-3 mL de
buffer Macs. La suspension de células se paso a través de un filtro de

30 um (Miltenyi Biotec) sobre las columnas LS (Miltenyi Biotec),

230



Materiales y Métodos

previamente lavadas con buffer Macs, colocadas sobre el separador
magnético (Miltenyi Biotec) (Figura 40.B). El uso del filtro evita la
formacion de agregados celulares que pueden colapsar las columnas.
En este paso, los macrofagos peritoneales marcados con el anticuerpo
F4/80 biotinilado wunidos a las microbolas magnéticas anti-
estreptavidina son retenidos en las columnas LS y el resto de células
son eluidas.

Finalmente, se lavaron tres veces las columnas con 3 mL de
Buffer Macs y la obtencion de los macrofagos peritoneales se realizo
mediante la retirada de las columnas de los separadores magnéticos y
la recogida de la suspension de macrofagos peritoneales, eluidos con la

ayuda de S mL de buffer Macs sobre la columna.

A Extraccion de macrofagos peritoneales

Separador
magnético

Figura 40. Representacion de la extraccion y aislamiento de macréfagos peritoneales. A.
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Extraccion de macréfagos peritoneales. Tras la eutanasia del animal, se desinfecté la piel con
etanol al 70% y se corté con una tijera gruesa en la linea media hasta el esternén. Los
macrofagos peritoneales, se extrajeron con una jeringa estéril precargada con 10 ml de tampén
fosfato salino (PBS) frio y una aguja de 21G. La jeringa se introdujo a través de la pared
peritoneal con el final biselado de la misma mirando hacia el interior. B. Aislamiento de
macroéfagos peritoneales. El aislamiento de macrofagos peritoneales marcados con anticuerpos
biotinilados y bolas magnéticas anti-estreptavidina, se realiz6 a través de un filtro de 30 um
colocado sobre una columna depositada sobre un separador magnético (Miltenyi Biorec).

2.1.3.- Cultivo primario de macrofagos peritoneales

Se realizo el recuento de los macrofagos peritoneales en una
camara de Neubauer. Los macrofagos peritoneales se cultivaron en una
concentracion de 2 x 10° macrofagos peritoneales por pocillo (3-5
pocillos por cada condicién y animal) en placas de 96 pocillos, y 0,5-
1x10% macrofagos peritoneales se guardaron a 4°C para posteriormente
realizar una citometria con marcadores de monocito/macrofago. A este
grupo de células las denominamos como grupo post-aislamiento. Los
macrofagos peritoneales dispuestos en placas para el cultivo, fueron
tratados en presencia o ausencia de LPS de E. coli cepa 055 (100 ng/ml)
(Sigma Aldrich). La concentracion de LPS para estimular la produccion
de IL-6 en macrofagos peritoneales fue elegida en base a estudios
previos (Brown et al, 2004; Bondue et al, 2012).

Las placas con el cultivo primario de macrofagos peritoneales se
mantuvieron en un incubador (Heraeus) a 37°C y 5% de CO2 durante 3
h, 6 h, 16 h y 24 horas con medio de cultivo en presencia o ausencia de
LPS. Tras el tiempo de cultivo, se recogié el sobrenadante para
determinar la produccion de IL-6 mediante ELISA como se describe en

el apartado 4.4.3 de Material y Métodos.
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2.1.4.-Recuento de macrofagos peritoneales mediante citometria

de flujo.

El recuento de macrofagos peritoneales se llevo a cabo mediante
inmunofluorescencia directa y posterior citometria de flujo. Las
muestras del lavado peritoneal (grupo pre-aislamiento) o del aislamiento
de los macrofagos peritoneales (grupo post-aislamiento) recogidas con el
fin de realizar la citometria de flujo se centrifugaron a 1500 rpm
durante 10 min a temperatura ambiente. Tras centrifugar, se
resuspendio el pellet de células en 50 uL de medio de bloqueo
(Inmunoglobulinas a 1ug/1mL en medio de cultivo) durante 10 min a
4°C para bloquear los sitios de union inespecifica a través de la fraccion
Fc de los anticuerpos. En la citometria de flujo, es necesario realizar un
control negativo para fijar las condiciones de las células que se van a
pasar a través del citometro. En nuestro experimento tuvimos dos tipos
de controles negativos. Uno de ellos se realiz6 con una mezcla de
células de lavado peritoneal estimuladas o no con LPS que fue incubada
con un anticuerpo control isotipo mientras que el otro control estuvo
formado por macrofagos peritoneales aislados y estimulados o no con
LPS que fueron incubados con un anticuerpo control isotipo.

Para conocer el porcentaje de células que eran positivas para
marcadores de monocito/macrofago, las células se incubaron tras el
bloqueo con los anticuerpos de superficie celular que se describen en la
Tabla 9 durante 30 min a 4°C, disueltos en medio con

inmunoglobulinas a una concentracion de 50 ug/mkL.
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Anticuerpo Origen Concentracion Casa comercial

APC anti-Cd11b

Clon M1/70 Rata 100 ug/0,5 mL BD Pharmingen

PE anti-F4/80

Clon T45-2342 Rata 100 ug/0,5 mL BD Pharmingen

Tabla 9. Descripcion de los anticuerpos utilizados en citometria de flujo.

Finalmente, las células se lavaron con 1 mL de PBS, se
centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min a temperatura ambiente y se
resuspendieron en 300 uL de PBS. Estas células se analizaron en un
citometro de flujo Gallios (Beckman Coulter), obteniendo los resultados
como recuento de células frente a tamano (FS; forward scatter) y
complejidad (SS; sidescatter). Los datos se analizaron usando el

programa FlowJo (Tree Star).

3.- DISENO EXPERIMENTAL

El diseno experimental para cada uno de los objetivos planteados
en este estudio fue el siguiente:

Objetivo 1A v 1B: Comparar la reproducibilidad v complicaciones

de dos protocolos de HP en ratones

Se utlizaron ratones C57BL6 machos de 8-14 semanas de edad,
divididos en dos grupos segun la técnica utilizada para resecar el 70%
de masa hepatica:

» Grupo de HP tradicional (HP-tradicional), realizada con 2

ligaduras.
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» Grupo de HP modificada (HP-modificada), realizada con 3
ligaduras.

Para evaluar la dinamica de la regeneracion hepatica, grupos de
ratones fueron sacrificados a las 32 h, 36 h, 40 h, 48 hy 72 h tras la
cirugia. A las 4 h tras la cirugia, se tom6 una muestra de sangre retro-
orbitaria con capilares heparinizados. Las muestras de sangre fueron
centrifugadas a 4500 rpm a temperatura ambiente, y el sobrenadante
fue almacenado a -80°C hasta su utilizacion. Esta técnica permite la
supervivencia de los animales y, por tanto, disminuir el numero de
ratones utilizados. La toma de sangre retroorbitaria se realizo bajo
anestesia con sevoflurano (Abbvie) para evitar el sufrimiento del animal.

Al final de los experimentos, los ratones fueron anestesiados de
nuevo con sevoflurano para tomar una nueva muestra de sangre retro-
orbitaria, seguido inmediatamente de la eutanasia de los animales
mediante inhalacion de CO,. Tras la eutanasia, se tomaron nuevas
muestras de sangre mediante puncion cardiaca con jeringas
precargadas con EDTA, asi como muestras de tejido hepatico, esplénico
e intestinal (duodeno). Las muestras de sangre fueron centrifugadas a
4500 rpm a temperatura ambiente, y el sobrenadante fue almacenado a
-80°C hasta su utilizacion. El higado y el bazo fueron disecados y
pesados en una balanza de precision. Las muestras de higado fueron
pesadas como se indica en el apartado 4.1.1. y 4.1.2. de Material y
Métodos. Las muestras de higado, bazo e intestino fueron fijadas en
Methacarn (Metanol:Cloroformo:Acido glacial acético 60:30:10) (Fisher

Scientific) o Formalina (Panreac) para estudio histologico y parte de las
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muestras de higado fueron congeladas en nitrogeno liquido para
analisis de proteinas y ARNm.

Objetivo 2A: Validar los ratones generados con deficiencia

selectiva de IL-6 en células de estirpe mieloide o en hepatocitos.

Se hicieron tres tipos de experimentos para validar si los ratones
KO condicionales de IL-6 en células de estirpe mieloide o en hepatocitos
constituian una herramienta valida. El primero de ellos se basé en
evaluar la produccion de IL-6 basal y estimulada por LPS en macréfagos
peritoneales aislados de ratones IL-6 KOum y de sus respectivos controles
floxeados. Para ello, comparamos la concentracion de IL-6 obtenida en
muestras de medio de cultivo procedentes de:

> Grupos Medio pre-aislamiento (Med-pre,

n=6/grupo/tiempo): cultivo de suspension celular mixta

obtenida del lavado peritoneal de ratones IL-6 KOwm 0 de sus
respectivos controles floxeados.

» Grupos Medio post-aislamiento (Med-post,

n=6/grupo/tiempo): cultivo de macrofagos peritoneales

aislados de ratones L-6 KOum o de sus respectivos controles
floxeados.

> Grupos LPS pre-aislamiento (LPS-pre, n=3-

4 /grupo/tiempo): cultivo de suspension celular mixta

obtenida del lavado peritoneal de ratones IL-6 KOm 0 de sus
respectivos controles floxeados, expuestos a LPS disuelto en

el medio de cultivo.
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> Grupos LPS post-aislamiento (LPS-post, n=3-

4/grupo/tiempo): cultivo de macrofagos peritoneales

aislados de ratones L-6 KOwm o de sus respectivos controles
floxeados, expuestos a LPS disuelto en el medio de cultivo.

El cultivo de macrofagos peritoneales se termino a las 3 h, 6 h, 16
h y 24 h de la exposicion a LPS o vehiculo. En los tiempos indicados,
pequenas alicuotas del medio de cultivo fueron recogidas para
determinar la produccion de IL-6 mediante ELISA. En estos
experimentos usamos como control negativo el lavado peritoneal y los
macrofagos peritoneales aislados de ratones IL-6 KO (n=3).

Una segunda estrategia de validacion consistio en evaluar las
concentraciones circulantes de IL-6 tras la administracion de LPS en
ratones IL-6 KOwm e IL-6 KOn y en sus respectivos controles floxeados.
Para realizar este objetivo, se compararon:

» Grupos Vehiculo (Veh): ratones IL-6 KOwm, ratones IL-6 KOgn

y sus respectivos controles fueron inyectados i.p. con suero
salino estéril.

» Grupos LPS (LPS): ratones L-6 KOw, ratones IL-6 KOu y sus

respectivos controles floxeados fueron inyectados i.p. con
LPS disuelto en suero salino.

A los 90 min de las inyecciones de Veh o LPS, los animales fueron
anestesiados con sevoflurano y se obtuvo una muestra de sangre retro-
orbitaria con un capilar heparinizado. Inmediatamente después, se
realizo la eutanasia mediante inhalacion de CO2 y se tomo6 una nueva

muestra de sangre mediante puncion cardiaca con jeringas precargadas
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con EDTA, y por ultimo, se tomaron muestras de tejido hepatico y
esplénico.

La tercera estrategia de validacion consisti6 en evaluar la
penetrancia de la recombinacion inducida por la Cre recombinasa
utilizando ratones reporteros con expresion de EGFP en células de
estirpe mieloide o en hepatocitos (LysmCrexXTdEGFP y AlbCrexTdEGFP,
respectivamente). Asi, ratones machos LysmCrexTdEGFP y
AlbCrexTAEGFP de 8-14 semanas fueron sacrificados mediante
inhalacion de CO»2. En el sacrificio, se recogieron muestras de tejido
hepatico que se procesaron segun el apartado 4.6.1 de Material y
Métodos. Con este tejido hepatico se realizo inmunofluorescencia y las
imagenes de esta inmunofluorescencia se visualizaron en un
microscopio confocal (Leica Microsystems) o un microscopio de
fluorescencia (Nikon Eclipse E800).

Objetivo 2B: Evaluar las caracteristicas basales de ratones con

deficiencia de IL-6 en células de estirpe mieloide o en hepatocitos.

El peso corporal, la relacion del peso del higado frente al peso
corporal (indice hepatico), y diversos parametros sanguineos
hematologicos y bioquimicos fueron medidos en ratones machos
companeros de camada de 8-14 semanas de edad pertenecientes a:

» Grupos CRTL FL: Ratones controles floxeados no operados.

» Grupos KO condicionales: Ratones IL-6 KOwm y ratones IL-6

KOHu no operados.

238



Materiales y Métodos

Objetivo 2C: Determinar la contribucion de las células de estirpe

mieloide v de los hepatocitos a la produccion de IL-6 tras una HP.

Primeramente, evaluamos la expresion del ARNm de IL-6 en tejido
hepatico procedente de ratones machos (8-14 semanas de edad) IL-6
KOwm e IL-6 KOy y de sus controles floxeados no operados o sometidos a
una HP del 70%:

» Grupos CRTL no operados: Ratones no sometidos a cirugia.

» Grupos HP: Ratones sometidos a una HP del 70%.
Los ratones sometidos a una HP fueron sacrificados mediante
CO: a las 2 horas de la cirugia, recogiendo muestras de tejido hepatico
que fueron congeladas en nitrogeno liquido para analisis de ARNm.
Como segunda estrategia, evaluamos la concentracion de IL-6
circulante en ratones machos de 8-14 semanas de edad pertenecientes
a:

» Grupos CRTL no operados: Ratones controles floxeados,

ratones IL-6 KOm o ratones IL-6 KOn no sometidos a
cirugia.
» Grupos HP: Ratones controles floxeados, ratones IL-6 KOwm o
ratones IL-6 KOy sometidos a una HP.
En todos los grupos, se tomaron muestras de sangre retro-
orbitaria con capilares heparinizados a las 4 h y a las 6 h tras la cirugia
para determinar la produccion de IL-6 mediante ELISA (apartado 4.4.1

de Material y Métodos).
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Obijetivo 2.D v 2.E: Determinar el impacto de la deficiencia de IL-6

en células de estirpe mieloide o en hepatocitos para la senalizacion de

IL-6 en el higado v para el desarrollo de la regeneracién hepatica tras

una HP.

Para llevar a cabo este objetivo, ratones machos IL-6 KOwm e IL-6
KOn y sus respectivos controles floxeados de 8-14 semanas de edad
fueron sometidos a una HP del 70% modificada, a una laparatomia
SHAM o no fueron operados:

» Grupos CRTL no operados: Ratones no sometidos a cirugia.

» Grupos CTRL SHAM: Ratones sometidos a una laparotomia

simple sin reseccion de masa hepatica.
» Grupos HP: Ratones sometidos a una HP del 70%.

Para evaluar las vias de senalizacion de IL-6, los ratones fueron
sacrificados a los 30 min, 2 h y 6 h tras la cirugia. Para evaluar la
dinamica de la regeneracion hepatica, grupos de ratones fueron
sacrificados con CO2 a las 28 h, 32 h, 40 h, 48 h, 72 h y 7 dias tras la
cirugia. Tras la eutanasia, el higado y el bazo fueron disecados y
pesados en una balanza de precision. Se tomaron muestras de tejido
hepatico, esplénico e intestinal (duodeno), parte de las cuales fueron
fiiadas en Methacarn (Metanol:Cloroformo:Acido glacial acético
60:30:10) (Fisher Scientific) o Formalina (Panreac) para estudio
histologico, y parte fueron congeladas en nitrogeno liquido para analisis

de proteinas y ARNm.
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Objetivo 3. Determinar la potencial contribucion de fuentes extra-

hepaticas a la elevacion de la IL-6 circulante tras una HP.

Se hicieron tres series de experimentos para determinar la
existencia de fuentes de IL-6 tras una HP adicionales a las estudiadas.
Primero investigamos si la cavidad peritoneal contenia concentraciones
relevantes de IL-6 tras una HP. Para ello, evaluamos los siguientes
grupos de ratones C57BL6/J machos (n> 3/grupo):

» Grupo CRTL no operados: Ratones no sometidos a cirugia.

>» Grupo CTRL SHAM: Ratones fueron sometidos a una

laparotomia simple sin reseccion de masa hepatica.

» Grupo HP del 30%: Ratones sometidos a una HP del 30%.

> Grupo HP del 70%: Ratones sometidos a una HP del 70%.

Justo antes de la eutanasia, obtuvimos una muestra de sangre
retro-orbitaria bajo anestesia para determinar la produccion de IL-6
mediante ELISA. Inmediatamente tras la eutanasia, se realizé6 un lavado
peritoneal con 0.5 mL de 0.9% NaCl en cada raton. Las muestras del
lavado peritoneal fueron centrifugadas a 4500 rpm a 4 °C, y el
sobrenadante se almacend a -80°C.

La segunda serie de experimentos trato de determinar si, tras una
HP, existen fuentes celulares de IL-6 en el lavado peritoneal distintas de
las células de estirpe mieloide y en distintos o6rganos extrahepaticos.
Para ello, utilizamos ratones machos de 8-14 semanas de edad de los
siguientes grupos:

» Grupos CRTL no operados: Ratones controles floxeados y

ratones IL-6 KOm no sometidos a cirugia.
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» Grupos HP: Ratones controles floxeados y ratones IL-6 KOwum
sometidos a una HP.

Los ratones se sacrificaron con CO2 a las 2 horas de la cirugia.

Tras el sacrificio, se recogieron muestras de lavado peritoneal, y

muestras de distintos tejidos (bazo, ileon, pulmon, rinén, musculo y

mesenterio) que fueron congeladas en nitrégeno liquido.

4.- METODOS Y TECNICAS UTILIZADAS

4.1.- CUANTIFICACION DE MASA/TEJIDO HEPATICO

4.1.1.- Determinacion de la variabilidad en la cantidad de tejido

resecado

Para evaluar la variabilidad en la cantidad de tejido resecado se
determinaron dos parametros:

> El ratio del peso del higado resecado frente al peso corporal del

animal en el dia de la cirugia.

Los lobulos hepaticos resecados (lobulo izquierdo y medio) fueron
pesados en una balanza de precision para determinar la relacion del
peso del higado resecado frente al peso corporal del animal en el dia de

la cirugia (Figura 41). Esta relacion fue expresada en porcentaje.

Relacién Peso de tejido hepatico resecado en el dia de la cirugia (gr.) X 100

Peso del animal en el dia de la cirugia (gr.)

Figura 41. Formula de la relacion del peso del higado resecado frente al peso corporal del
animal en el dia de la cirugia.
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> El porcentaje de hepatectomia.

El porcentaje de hepatectomia se calculdo tomando como
referencia un valor basal del 4% para el ratio del peso del higado frente

al peso corporal en ratones normales (Figura 42).

Peso de tejido hepético resecado en el dia de la cirugia (gr.)

Porcentaje Peso del animal en el dia de la cirugia (gr.)
de X 100

hepatectomia 4 (valor del % de hepatectomia en animales salvajes)

Figura 42. Formula del porcentaje de hepatectomia.

4.1.2.- Determinacion de la cantidad de tejido remanente del

l6bulo medio.

Para determinar si existian diferencias entre la técnica de HP
tradicional frente a la modificada respecto a la cantidad de tejido
remanente (viable y no viable) del 1l6bulo medio tras su reseccion,
evaluamos:

> El ratio del tejido viable en el remanente respecto al tejido viable

total.

El munon del lébulo medio que queda tras hacer la HP se
diseccion6 en el dia del sacrificio del animal. Del munoéon se separaron la
parte de tejido viable y la parte de tejido necrético, las cuales fueron
pesadas por separado en una balanza de precision. El higado viable
total se calculo pesando los lobulos remanentes en el dia del sacrificio.
La relacion del tejido viable en el munon del lobulo medio remanente
frente al higado viable total se expresé en porcentaje segun la formula

de la Figura 43.
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A
.. Peso de tejido viable en higado remanente en el dia del sacrificio (gr.)
Relacion X100
Higado viable total (gr.)
B

Viable Caudado

Necrotico

Figura 43. Relacion del tejido viable en el muiion del 16bulo medio remanente frente al
higado viable total. A. Formula. B. Fotografia de un ratén sometido a una HP de 2/3 y
sacrificado a las 48 horas de la cirugia, en la que se observa un crecimiento de los lébulos
remanentes (SD, ID y caudado). El circulo amarillo sefiala el muién del 16bulo medio. De este
munoén, se pesé por separado la parte de tejido viable y la parte de tejido necrético. HP;
Hepatectomia parcial; SD: superior derecho; ID: inferior derecho.

> El ratio del tejido necroético en el remanente respecto al tejido viable

total.
La cantidad de tejido necroético en el munéon remanente del 16bulo
medio tras cada HP se expres6 como porcentaje respecto al peso del

higado viable total segtin la formula de la Figura 44.

Relacién

Peso de tejido necrético en higado remanente en el dia del sacrificio (gr')xmo

Higado viable total (gr.)

Figura 44. Formula de la relacién del tejido necrético en el higado remanente frente al higado
viable total.

4.1.3.- Relacion del peso del higado frente al peso corporal
(indice hepatico)

Los 1lobulos hepaticos remanentes (lobulo derecho y caudado)

fueron diseccionados tras el sacrificio de los animales y pesados

(excluyendo el tejido necroético) en una balanza de precision para
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determinar el indice hepatico (Figura 45). Esta relacion fue expresada

en porcentaje.

Peso de tejido hepatico remanente en el dia del sacrificio (gr.) X

Relacion 100

Peso del animal en el dia del sacrificio (gr.)

Figura 45. Férmula de la relacién del peso del higado frente al peso corporal (indice hepatico).

El indice hepatico es un parametro frecuentemente utilizado para
cuantificar la regeneracion hepatica (Assy N, Minuk GY, 1997; Jia

2011).

4.2.- COMPLICACIONES DE LAS TECNICAS DE HP TRADICIONAL Y

HP MODIFICADA.

Las complicaciones de cada técnica de HP se evaluaron en base a
los siguientes parametros:

> Determinacién de mortalidad intra-operatoria.

Los ratones que fallecieron por causas inherentes a la técnica
quirurgica se anotaron en una base de datos. El numero de ratones que
fallecio se normalizo con el numero de ratones totales a los que se
practico la cirugia correspondiente. El resultado de esta relacion se
expreso en porcentaje.

> Medida de parametros de dano hepatico en plasma.

Muestras de sangre retro-orbitaria se recolectaron con capilares
heparinizados a las 28 horas de cada cirugia. En dichas muestras, los
niveles plasmaticos de aspartato aminotransferasa (AST), alanina

aminotransferasa (ALT) y fosfatasa alcalina (FAL) se determinaron

245



Materiales y Métodos

mediante analizadores automaticos en el Departamento de Analisis
Clinicos del HGUGM.

> Evaluacion de necrosis hepatocelular.

La aparicion de areas de necrosis hepatocelular focal es un
fenomeno observado en algunos ratones tras la realizacion de una HP
(Panis et al, 1997; Mitchell C, Willenbring H, 2008; Rudich et al, 2009).
La aparicion de areas de necrosis hepatocelular se evaludé en todos los
ratones en secciones de higado tenidas con Hematoxilina & Eosina
(H&E). El numero de animales que desarrollaron necrosis hepatocelular
de cualquier grado se normalizo con respecto al numero de animales
totales en los que se realizo la misma técnica quirurgica. El resultado de

esta relacion se expreso en porcentaje.

4.3.- RT-PCR EN TIEMPO REAL

4.3.1.- Extraccion de acido ribonucléico (ARN)

La extraccion de ARN se realizo en muestras de tejidos. Para la
extraccion de ARN se usaron muestras pequenas (30 mg) de distintos
tejidos (higado, bazo, ileon, pulmoén, rinén, musculo y mesenterio). El
ARN se extrajo utilizando 1mL de Trizol (Ambion) y un homogenizador
de tejidos (LT Tissue Lyser Quiagen) segun las instrucciones del
fabricante. E1 ARN fue extraido con 0,2 mL de cloroformo (Fisher
Chemical) y se precipito con 0,5 mL de isopropanol (Fisher Chemical).
El pellet obtenido se lavo con 1mL de etanol al 75% (VWR Chemical) y

se resuspendié en agua destilada libre de nucleasas.
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La cuantificacion de la concentracion de ARN en muestras de
tejido se realizo por medida de la absorbancia a 260 nm con la ayuda de
un Nanodrop (Nucliber), teniendo en cuenta que 1 wunidad de
absorbancia corresponde a 40 pg/mL de ARN. Se calcul6 la pureza de
los extractos por la medida de la relacion entre las absorbancias a 260 y
280 nm. En todos los casos esta relacion fue cercana a 2. Si esta
relacion es cercana a 2, indica ausencia de contaminacion por proteinas

en la muestra.

4.3.2.- Sintesis de ADN copia o complemetario (ADNc)

El paso de ARN a ADNCc (transcripcion inversa) se realizo sobre
lpg de RNA total usando el kit comercial iScript cDNA synthesis kit
(Biorad), segun las recomendaciones del fabricante. Este kit requiere
agua libre de nucleasas, ARN y la enzima transcriptasa inversa. La
sintesis de ADNc fue realizada en un termociclador iQ5 Multicolor Real
Time PCR Detection System (Bio-Rad) con un programa especifico para
este proposito. Tras este proceso, el ADNc obtenido se almaceno a -

80°C.

4.3.3.-RT-PCR en tiempo real

La RT-PCR en tiempo real fue realizada en un termociclador iQ5
Multicolor Real Time PCR Detection System (Bio-Rad) usando el Tagman
Universal Master Mix II with UNG (ABI, Life Sciences) y sondas Tagman
para raton de los genes IL-6 (Mm00446190_ml) y SOCS-3
(MmO00545913_s1). Como control interno para normalizar los datos se

uso la proteina de union a TATA (TBP) (Mm00446973_m1) y 18S. TBP
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ha sido validado como gen de referencia en distintas condiciones como
la regeneracion hepatica. La expresion de este gen fue estable y fiable
en comparacion con otros genes de referencia que se usan normalmente
en regeneracion como [B-Actina o gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) (Tatsumi 2008).

El programa utilizado tenia un primer paso de desnaturalizacion
a 95°C de 15 minutos, un segundo paso de 50 ciclos a 94°C durante 20
segundos seguido de 60 segundos a 60°C y un tercer paso a 4°C que se
mantenia hasta la recoleccion de los tubos. Las muestras se analizaron
por triplicado y los resultados fueron analizados utilizando el método

Delta-Delta CT.

4.4.- ENSAYO POR INMUNOADSORCION LIGADO A ENZIMAS

(ELISA) DE IL-6

La concentracion de IL-6 se midi6 en muestras de plasma (IL-6
circulante), de lavado peritoneal, y de medio de cultivo de macréfagos

peritoneales.

4.4.1.- En plasma (IL-6 circulante)

Los niveles circulantes de IL-6 se midieron en una muestra de
sangre retro-orbitaria obtenida a las 4 6 6 horas tras una HP o a los 90
minutos tras una inyeccion de LPS, como se especifica en el apartado 3

de Material y Métodos.
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4.4.2.-En liquido peritoneal

Los niveles de IL-6 en el liquido peritoneal se midieron en una
muestra de liquido peritoneal obtenida a las 2 horas tras una HP, como

se especifica en el apartado 3 de Material y Métodos.

4.4.3.- En medio de cultivo de macrofagos peritoneales

Los niveles de IL-6 se midieron en una muestra de medio de
cultivo de 2x10° células, como se especifica en el apartado 2 y 3 de
Material y Métodos.

Para evaluar la contribucion de las células de Kupffer a la
produccion de IL-6, medimos la concentracion de IL-6 circulante a las 4
horas tras una HP en ratones controles floxeados (CTRL FL) e IL-6 KOw,
mediante el kit mouse IL-6 ELISA set (BD OptEIA, BD Biosciences)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Dado que la mayoria de estos
ratones presentaron una concentracion de IL-6 por debajo del limite de
deteccion del kit de ELISA de IL-6, utilizamos un kit de amplificacion de
la senal, ELAST ELISA amplification system (PerkinElmer). Este kit esta
disenado para amplificar la senal generada por la enzima peroxidasa. Se
basa en utilizar la tecnologia de amplificacion de la tiramida (Bobrow et
al, 1989). La tiramida es un compuesto fenolico que al ser activado por
la enzima peroxidasa se convierte en un radical libre altamente reactivo.
Este radical libre reacciona rapidamente y se une covalentemente a
regiones ricas en electrones de proteinas adyacentes
(predominantemente en residuos de tirosina) a donde se une la enzima

peroxidasa.
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En este sistema de amplificacion por ELISA, la enzima peroxidasa
cataliza la union covalente de la tiramida biotinilada a la fase solida del
ELISA. La adicion posterior de una peroxidasa adicional unida a
estreptavidina, provoca la union de la peroxidasa a la fase sélida y como
resultado, se amplifica la senal (Figura 46). Este kit de amplificacion de
la senal se inserto en el protocolo del ELISA de IL-6 (BD OptEIA, BD
Biosciences), después de incubar con la peroxidasa y antes de anadir el

sustrato que da color, segun las instrucciones del fabricante.

Sustrato de deteccién

: . Lectura de
Peroxidasa-Streptavidina absorbancia
Lectura de

bsorbanci . . L
absorbancis, Tiramida biotinilada

Peroxidasa
Anticuerpo de deteccion
ﬁ .
Antigeno
) Anticuerpo de captura
ELISA ESTANDAR ELISA ELAST

Figura 46. Comparacion del procedimiento de un ELISA estandar con el de un ELISA
estandar junto con el kit de amplificacion de la sefial ELAST (PerkinElmer). Cuando se
afnade tiramida biotinilada a un sistema que contiene una peroxidasa inmobilizada (ELISA
estandar), la enzima peroxidasa cataliza la unién covalente de la tiramida a la fase sélida del
ELISA. La aplicaciéon posterior a este sistema de una peroxidasa unida a estreptavidina provoca
la union de esta peroxidasa a la nueva fase sélida biotinilada y resulta en una amplificaciéon de
la senal.ELISA: Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas. Imagen modificada de
www.perkinelmer.com.

Una vez realizado el ELISA de IL-6 estandar o con amplificacion
de la senal, se cuantifico la concentracion de IL-6 (pg/mL) en cada
muestra por interpolacion de la diferencia de las lecturas de
absorbancia a 450 nm y 560 nm en una curva estandar propia para
cada experimento. Las muestras se diluyeron apropiadamente para que
los valores de IL-6 estuvieran dentro de la curva estandar

correspondiente y en la posicion mas central (lineal) de la misma.
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4.5.- . HISTOLOGIA

Porciones de higado procedentes del l6bulo superior e inferior
derecho y muestras del intestino y del bazo fueron fijadas en Methacarn
durante 24 horas. Los tejidos fueron deshidratados con concentraciones
crecientes de etanol (VWR Chemical) hasta alcanzar el 100% vy
sumergidos en isoparafina (Panreac). Tras la inclusion de los tejidos en
parafina, se cortaron secciones de 5 pm en un microtomo, colocando
dos secciones consecutivas en cada portaobjetos.

La proliferacion de hepatocitos fue evaluada histologicamente
mediante tres técnicas para cuantificar:

» El numero de hepatocitos que se encuentran en la fase de
sintesis de ADN (fase S), por inmunohistoquimica de BrdU.

» El numero de hepatocitos que son positivos para el antigeno
nuclear PCNA, que abarca distintas fases del ciclo celular.

» El numero de hepatocitos que presentan figuras mitéticas,

en secciones tenidas con H&E.

4.5.1.- Inmunohistoquimica (IHQ) de BrdU

BrdU es un analogo de la timidina que se incorpora al ADN
durante la fase de sintesis. Esta incorporacion puede ser detectada por
[HQ mediante el empleo de anticuerpos monoclonales (Magaud et al,
1988; Assy N, Minuk GY, 1997; Jia 2011). La administracion de BrdU
(50mg/Kg) se realizo por via intraperitoneal 2 horas antes del sacrificio

de los animales.
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4.5.2.- THQ de PCNA

El PCNA es un cofactor de la ADN polimerasa delta y es
considerado una proteina esencial para la replicacion (Moldovan et al,
2007). Fue identificada inicialmente como un antigeno nuclear presente
en células que se encontraban en la fase de sintesis del ADN, aunque
abarca mas fases del ciclo celular (Matsumoto et al, 1987). Este
antigeno puede ser detectado por IHQ mediante el empleo de
anticuerpos monoclonales (Assy N, Minuk GY, 1997; Jia 2011).

Para la realizacion de las inmuno-localizaciones de BrdU y PCNA,
las secciones se desparafinaron mediante incubaciéon a 70°C en un
horno y posterior inmersion en isoparafina (Panreac). Una vez
desparafinadas, fueron rehidratadas en concentraciones decrecientes de
etanol (100%-90%-70%) (VWR Chemical) y sumergidas en PBS. La
actividad endogena de la peroxidasa fue eliminada mediante inmersion
en metanol (Fisher Chemical) con 3% de H202. Para desenmascarar el
antigeno, las secciones fueron digeridas con tripsina (Sigma Aldrich)
durante 10 minutos a temperatura ambiente, desnaturalizadas con HCl
al 5,67% (Fisher Scientific) durante 10 minutos a 37°C, neutralizadas
en tetraborato de sodio decahidrato (Borax) (Sigma-Aldrich) y lavadas
con PBS. En el caso de la IHQ de PCNA, se bloquearon las secciones
durante 30 minutos a temperatura ambiente con una solucion de PBS
que contenia suero al 5% del huésped (cabra) (Gibco) en el que se
obtuvo el anticuerpo secundario, para eliminar las uniones
inespecificas. A continuacion, en ambas IHQ, una seccion del

portaobjetos fue incubada con anticuerpo primario y la otra seccion fue
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incubada con una solucién que solo contenia PBS y el suero al 5% del
huésped en el que se obtuvo el anticuerpo secundario (control negativo,
sin anticuerpo primario) durante toda la noche a 4°C en atmosfera
humeda. Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios diluidos en

PBS y suero del huésped al 5% (Tabla 10):

Anticuerpo Origen Suero Dilucion Casa.
comercial
Monoclonal
anti-BrdU Ratén ((::%Délg? 1:40 Dako
clon Bu 20a
Monoclonal . Cabra . Cell Signaling
anti-PCNA XP Conejo (Gibco) 1:16000 Technology

BrdU: Bromodesoxiuridina. PCNA: Antigeno nuclear de células en proliferacion.

Tabla 10. Descripcion de los anticuerpos primarios utilizados en inmunohistoquimica.

Tras lavar con PBS, las secciones se incubaron a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario biotinilado correspondiente
(anti-raton en la BrdU o anti-conejo para el PCNA) durante 30 minutos
y con ABC Vectastain solution (Vectastain ABC kit, Vector labs) otros 30
minutos, y finalmente con el cromoégeno 3-3’-diaminobencidina (DAB,
Sigma-Aldrich) que precipita en presencia de la peroxidasa dando lugar
a un color marron oscuro. Entre incubaciones y después de completar
la THQ, las secciones fueron lavadas con PBS para retirar el exceso de
reactivos. Las incubaciones con el anticuerpo secundario y ABC se
realizaron en una solucion que contenia PBS y suero del huésped al
5%. Finalmente, se realizo contratincion con hematoxilina de Carazzi
(Panreac) y, en el caso de la BrdU, también con eosina (Leica
biosystems). Estas secciones se deshidrataron y se sumergieron en
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isoparafina (Panreac), antes de realizar el montaje con cubreobjetos y el
medio de montaje Permount (Fisher Scientific). Los portaobjetos se
dejaron secar durante la noche a temperatura ambiente antes de

realizar la observacion al microscopio.

4.5.3.- Tincion de Hematoxilina & Eosina (H&E)

La tincion estandar de secciones de tejido hepatico con H&E con
recuento de hepatocitos con figuras mitéticas es una técnica comun en
la evaluacion de la regeneracion hepatica (Assy N, Minuk GY, 1997; Jia
2011).

La tincion de H&E no requiere incubacion con anticuerpos. Las
secciones fueron desparafinadas, rehidratadas, y sumergidas en PBS.
La actividad endogena de la peroxidasa fue eliminada mediante
inmersion en metanol (Fisher Chemical) con 3% de H20». Tras este
paso, los tejidos fueron tenidos con hematoxilina de Carazzi (Panreac) y
eosina (Leica biosystems). Finalmente, fueron deshidratados vy
sumergidos en isoparafina (Panreac), antes de realizar el montaje con
cubreobjetos y medio de montaje Permount (Fisher Scientific). Los
portaobjetos se dejaron secar durante la noche a temperatura ambiente
antes de realizar la observacion al microscopio.

Después de las distintas IHQ, las secciones fueron observadas al
microscopio optico y fotografiadas a una amplificacion de 20X. Por cada
raton, se tomaron 8 fotografias: 8 de la seccion control negativo (sin
anticuerpo primario), 8 de la seccion tenida con BrdU o PCNA, 1 foto del

intestino y otra del bazo. El intestino y el bazo fueron utilizados como
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control positivo del marcaje de BrdU y PCNA por su alta actividad
proliferativa basal (Figura 47) (Magaud et al, 1989).

La sintesis de ADN en hepatocitos se evalué mediante el recuento
del numero de hepatocitos positivos para BrdU o PCNA en ocho campos
fotografiados al microscopio con wuna amplificacion del 20X
(aproximadamente 3000 hepatocitos totales) en las secciones incubadas
con BrdU o PCNA. La actividad mitotica en hepatocitos se evaluo
mediante el recuento del numero de figuras mitoticas en hepatocitos en
las secciones incubadas sin el anticuerpo primario (control negativo)
(Figura 47). Para realizar ambas medidas, se uso el programa Image J
del Instituto Nacional de Salud (NIH). Las evaluaciones histologicas
fueron realizadas de forma ciega, y los datos fueron recogidos y

analizados en una hoja de calculo de Excel.
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Figura 47. Imagenes histolégicas de secciones tenidas con H&E, BrdU y PCNA. A-C.
Secciones teniidas con H&E: A) Higado, la flecha indica una figura mitética en anafase, B)
Intestino, y C) Bazo. D-F. Secciones teftiidas con BrdU de: D) Higado, las flechas indican ntcleos
marrones 0 negros positivos para BrdU, E) Intestino, y F) IHQ de BrdU en bazo. G-I. Secciones
teniidas con hematoxilina de G) Higado, H) Intestino, e I) Bazo. J-L. Secciones tefiidas con PCNA
de; J) Higado, la flecha indica un nucleo positivo para PCNA de color marrén, K) Intestino, y L)
Bazo. H&E: Hematoxilina y Eosina; BrdU: Bromodesoxiuridina; PCNA: Antigeno nuclear de
células en proliferacién; IHQ: Inmunohistoquimica.

4.6.- INMUNOFLUORESCENCIA

4.6.1.- Procesado de las muestras hepaticas

El procesamiento de las muestras es un aspecto clave para el
desarrollo de wuna correcta inmunofluorescencia. En nuestro
experimento, las muestras hepaticas fueron fijadas en formalina,
inmersas después en un gradiente de sucrosa, y finalmente
criopreservadas a -80°C en medio de corte optimo (OCT) (Krape). Mas en
detalle, las muestras de tejido hepatico fueron cortadas a un tamano

apropiado (aproximadamente 5 mm) e introducidas en tubos de 50 mL
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que contenian 15-20 mL de Formalina al 10% (Sigma-Aldrich). Estas
muestras se mantuvieron en agitacion lenta durante 3-4 horas a
temperatura ambiente. Tras la agitacion, se lavo el tejido hepatico con
PBS y se relleno el tubo con 15-20 mL de sucrosa al 10% en PBS por 1
h, tras lo cual la solucion de sucrosa al 10% se reemplazo por 15-20 mL
de una solucion de sucrosa al 20%. Una vez que el tejido descendid al
fondo del tubo, se reemplazo la solucion de sucrosa al 20% por 15-20
mL de una solucion de sucrosa al 30%. En esta solucion se dejo el
tejido hepatico durante toda la noche a 4°C. A la manana siguiente,
cuando el tejido hepatico se encontraba en el fondo del tubo, se retiro el
exceso de sucrosa del tejido hepatico mediante el uso de un papel de
filtro. La criopreservacion se realizo mediante el uso de una pieza de
corcho sobre la que se depositéo una gota de OTC, el tejido hepatico
orientado de forma correcta para el corte, y otra gota de OTC sobre el
tejido hepatico. Con ayuda de unas pinzas, el corcho con la muestra se
introdujo en un vaso de 100 mL que contenia isopentano a -80°C, hasta
que el OCT se torno de color blanco. Después, se deposité la pieza de
corcho sobre hielo seco durante unos segundos, y se almacend en una

bolsa correctamente etiquetada a -80°C.

4.6.2.- Inmunofluorescencia y captura de imagenes

Tras la inclusion del tejido hepatico en OCT, se realizaron
secciones de 10 pm de grosor cortadas en un criostato. Se emplearon

dos secciones consecutivas en cada portaobjetos.
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Tras descongelar los portaobjetos, se anadié una gota de PBS en
cada seccion para hidratar la muestra. Después, se anadié DAPI 1:1000
en cada seccion durante 20 min a temperatura ambiente para marcar
los nucleos. Para retirar el exceso de este marcaje, se lavo dos veces con
PBS durante 5 min a temperatura ambiente. Finalmente, las secciones
se montaron con cubreobjetos y medio de montaje para
inmunofluorescencia. Los portaobjetos se dejaron a 4°C durante la
noche antes de realizar la observacion al microscopio.

Las imagenes del tejido fueron capturadas con los objetivos 20X 6
63X de un microscopio confocal (Leica Microsystems) o los objetivos
20X 6 40X de un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E800)

acoplado a una camara digital (Nikon Digital Camera DXM1200F).

4.7.- WESTERN BLOT

4.7.1.- Extraccion de proteinas totales de tejido hepatico

Muestras del higado remanente (30-50 mg) se homogenizaron en
buffer de lisis frio (Triton 1%, Tris-HCl1 S0mM pH 7,4, NaCl 150mM, B-
glicerofosfato 50mM, glicerol 10%, EDTA 2mM) al que se anadié una
mezcla de un coctel de inhibidores de proteasas (Calbiochem),
ortovanadato sodico (Sigma-Aldrich) y NaF (Sigma-Aldrich), todos ellos a
una dilucion 1:100. Cada muestra se homogenizé con un
homogenizador de tejidos (LT Tissue Lyser, Quiagen). Tras incubar las
muestras en hielo durante unos minutos, se centrifugaron a 4°C
durante 30 minutos a 14000 rpm, y el sobrenadante se almacenod a -
80°C.
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La concentracion de proteina total se determind segun el método
descrito por Lowry (Lowry et al, 1951) usando el kit DC Protein assay
(Biorad). Se utilizé albumina de suero bovino (BSA, Sigma) para
construir una curva patron. Con este método, los cambios de
absorbancia a 750 nm son directamente proporcionales a la

concentracion de proteina presente en la muestra.

4.7.2.- Western blot

Los lisados proteicos totales de higado se fraccionaron
electroforéticamente en un gel SDS-poliacrilamida al 10% (Miniprotean
TGX Stain-Free Gels, Biorad) en condiciones reductoras. Para ello, los
extractos conteniendo la cantidad de proteinas adecuada se calentaron
a 100°C durante 5 minutos en usando solucion tampén Laemmli (20
Mm Tris-HCI, 1 mM EDTA, SDS 1%, 10 mM DTT, glicerol 10% y azul de
bromofenol 0,05 %) antes de ser cargados en los geles (Tabla 11). Tras
la electroforesis, las proteinas se transfirieron a membranas Inmobilion-
P, PVDF (Merck Millipore) en Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol
20%. Las membranas fueron bloqueadas con el fin de saturar los sitios
de union inespecifica durante 1 hora a temperatura ambiente en una
solucion de leche desnatada en polvo al 5% en tampon tris salino (TBS)
(Tris 1M pH 7.5 y NaCl 5 M)-Tween 0,1% (TBST). Transcurrido este
tiempo, las membranas se incubaron con los anticuerpos especificos
durante toda la noche a 4°C en una solucion que contenia TBST y leche

desnatada en polvo al 0,5% (Tabla 11).
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Carga
Anticuerpo Origen  Dilucion PM E Casa q
(kda) (prot.) comercial
Monoclonal Conejo 1:1000 79, 83 IL-6 KO, : 60 pg Cell
anti-pSTAT-3 Signaling
XP IL-6 KOH: 30 g Technology
Monoclonal Conejo 1:1000 79, 83 IL-6 KO, : 60 pg Cell
anti-STAT-3 Signaling
IL-6 KO,: 30 ug | Technology
Policlonal Conejo 1:1000 42, 44 IL-6 KO, : 60 pg Cell
anti-pERK Signaling
1/2 IL-6 KO_;: 30 ug Technology
Monoclonal Raton 1:1000 42, 44 IL-6 KO, : 60 pg Cell
anti-ERK 1/2 Signaling
IL-6 KO_;: 30 ug Technology
Monoclonal Conejo 1:2000 60 IL-6 KO, : 60 pug Cell
anti-pAKT Signaling
(Ser473) XP IL-6 KO, 30 pg Technology
Monoclonal Conejo 1:1000 60 IL-6 KO, : 60 pug Cell
anti-AKT XP Signaling
IL-6 KO_;: 30 ug Technology
Monoclonal Conejo 1:1000 36 IL-6 KO, : 20 pug Cell
anti-Ciclina Signaling
D1 Technology
Monoclonal Raton 1:20000 42 IL-6 KO, : 20 pg Sigma-
anti-fActina Aldrich

STAT-3: Transductor de sefial y activador de la transcripciéon 3. ERK: Quinasas reguladas

por sefiales extracelulares. AKT: Proteina quinasa B. PM: Peso molecular.

Tabla 11. Anticuerpos primarios utilizados en Western blot.

Tras la incubacion, las membranas se lavaron con TBST y se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con un anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa en una solucion que contenia

TBST y leche desnatada en polvo al 0,5% (Tabla 12).

260



Materiales y Métodos

Anticuerpo Origen Dilucion Casa comercial
Policlonal anti-IgG de Burro 1:5000 Jackson
conejo Inmunoresearch
Policlonal anti-IgG de Burro 1:5000 Jackson
raton Inmunoresearch

Tabla 12. Anticuerpos secundarios utilizados en Western blot.

Una vez llevada a cabo la incubacion con el anticuerpo
secundario, las membranas se lavaron varias veces con TBST, y la senal
se reveld mediante quimioluminiscencia (ECL, GE Healthcare) con
ayuda de un revelador Alliance 4.7 (Uvitec). La cuantificacion de la
intensidad de las bandas se realizéo por densitometria con el programa
de analisis Image J del NIH. Los resultados obtenidos se expresaron en

unidades arbitrarias de densitometrado (u.a.d.).

4.8.- ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresan como media * EEM, salvo que se
indique lo contrario. Para analizar las diferencias entre dos grupos se
utilizo el test t de Student o el test U de Mann Whitney, en funcion de si
la distribucion de los datos era paramétrica o no paramétrica. Las
diferencias entre 3 o mas grupos se estudiaron mediante el analisis de
la varianza (ANOVA) o la correspondiente prueba no paramétrica de
Kruskal Wallis. Las comparaciones multiples post-Hoc se realizaron con
el test de Tukey o Dunns. La dispersion de los datos se evalué mediante
la prueba F para varianzas de dos muestras (test F para varianzas). La
correlacion entre dos parametros se realizo con el test de regresion
lineal. Se establecio como nivel de significacion estadistica un valor de p
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inferior a 0.05. El analisis estadistico y las graficas se realizaron con el
programa GraphPad Prism version 5.03 (GraphPad Software,

www.graphpad.com).
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1.- OPTIMIZACION DE LA TECNICA QUIRURGICA DE

HEPATECTOMIA PARCIAL (HP) EN RATONES.

1.1.- OBJETIVO 1A. COMPARACION DE LA REPRODUCIBILIDAD

DE DOS PROTOCOLOS DE HP.

En este Objetivo, comparamos la técnica de HP tradicional
desarrollada por Higgins y Anderson en ratas en 1931 y modificada por
Mitchell C para ratones en 2008, basada en la reseccion del 70% de
masa hepatica utilizando dos ligaduras (grupo HP-tradicional), con
una técnica modificada basada en la utilizacion de tres ligaduras

(grupo HP-modificada).

1.1.1.-Cantidad de tejido resecado

Para evaluar la variabilidad de la cantidad de tejido resecado en
cada técnica de HP, medimos el ratio del peso de higado resecado frente
al peso corporal del animal en el dia de la cirugia, y calculamos el
porcentaje de hepatectomia.

La HP-modificada resulto en la reseccion de una mayor cantidad
de masa hepatica, evaluada por la relacion “peso del higado
resecado/peso corporal” (HP tradicional: 1.84 + 0.07% vs. HP
modificada: 2.13 = 0.04%, p<0.001, Figura 48.A). Tomando un 4%
como referencia del ratio normal del “peso del higado/peso corporal” en
ratones, calculamos el porcentaje de hepatectomia realizado en cada
animal (Figura 48.B). Segun este calculo, el porcentaje de hepatectomia

también fue mayor en el grupo de HP modificada (46.0 £ 1.8% vs. 53.9
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* 1.1%, p<0.001, Figura 48.C). Asi, las resecciones realizadas con la
técnica de HP modificada se acercaron mas al objetivo del 70% que

aquellas realizadas con la técnica de HP tradicional.

A) Relacion del higado frente C) Porcentaje de Hepatectomia
al peso corporal
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B)

Peso de tejido hepatico resecado en el dia de la cirugia (gr.)

Porcentaje Peso del animal en el dia de la cirugia (gr.)
de X 100

hepatectomia 4 (valor del % de hepatectomia en animales salvajes)

Figura 48. Cantidad de tejido hepatico resecado en ratones mediante las técnicas de HP
tradicional y HP modificada. Cada simbolo representa el valor individual de cada ratén y la
linea horizontal la mediana de cada grupo. La linea horizontal discontinua indica un porcentaje
de hepatectomia del 70%. A) Relacién del peso del higado resecado frente al peso corporal. B)
Férmula para calcular el porcentaje de HP. C) Porcentaje de hepatectomia. ***p< 0.001, test U
de Mann-Whitney. Abreviaturas: HP: Hepatectomia parcial.

1.1.2.-Cantidad de tejido remanente de los 16bulos resecados

Para evaluar con mas precision la variabilidad de cada técnica
para la reseccion del 16bulo medio del higado, medimos por separado
las proporciones de tejido viable y de tejido necrotico presentes en el
munon del lobulo medio resecado en relacion al total de tejido

remanente viable.
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La proporcion de tejido viable en el munon del lobulo medio fue
mayor en los ratones operados con la técnica de HP tradicional que
con la HP modificada (12.5 * 1.6 % vs. 3.1 + 0.7%, p< 0.001, Figura
49.A). Mas importante aun desde el punto de vista de la
reproducibilidad experimental, la HP tradicional resulté en una gran
variabilidad en la proporcion de tejido viable remanente en el munon
del lobulo medio (de un 0% hasta un 21% del total de tejido hepatico
viable remanente) comparado con la HP modificada (p= 0.008, test F
para comparacion de varianzas). La proporcion de tejido necroético en el

higado remanente, por el contrario, fue similar en ambos grupos (Figura

49.B).
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Figura 49. Proporcion que representa el tejido viable y el tejido necréotico del remanente
del 16bulo medio respecto al total de higado viable remanente en ratones operados con
una HP tradicional o una HP modificada. Cada simbolo representa el valor en cada ratéon
individual y la linea horizontal la mediana de cada grupo. A. Representaciéon y formula de la
relacion del tejido viable en el mufién remanente de los l6bulos resecados frente al higado viable
total. B. Representacion y formula de la relacion del tejido necrético en el munoén remanente de
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los lébulos resecados frente al higado viable total. ***p< 0.001, test U de Mann-Whitney.
Abreviaturas: HP: Hepatectomia parcial.

1.1.3.-Dinamica de la regeneracion hepatica

Uno de los fenomenos mas consistentes y que se considera
importante para el inicio de la regeneracion hepatica tras una HP es la
elevacion precoz de IL-6 circulante. Las modificaciones introducidas en
la técnica de HP se asociaron a una mayor elevacion de IL-6 en plasma
a las 4 horas tras la cirugia (HP tradicional: 595.0 + 59.82 pg/mL vs.

HP modificada: 1064.0 + 111.8 pg/mL, p< 0.001, Figura 50).

IL-6 en plasma
(4h tras HP)
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Figura 50. Concentracion de IL-6 en plasma a las 4 horas tras una HP tradicional o una HP
modificada en ratones. Cada simbolo representa el valor en ratones individuales y la linea
horizontal la mediana de cada grupo. La concentraciéon de IL-6 fue medida por ELISA a las 4
horas tras una HP. ***p< 0.001, test U de Mann-Whitney. Abreviaturas: HP: Hepatectomia
parcial; ELISA: Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas.

La dinamica de la proliferacion hepatocitaria se evalué mediante
la medida de la sintesis de ADN en hepatocitos por la incorporacion de
BrdU, el recuento de figuras mitoticas, y la recuperacion de masa

hepatica (indice hepatico) (Figura 51). Como en estudios previos
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(Vaquero et al, 2011; Nevzorova et al, 2015), la sintesis de ADN comenzo
a ser detectada en hepatocitos a las 32 horas, mientras que el pico se
produjo a las 40 horas y la sintesis de ADN comenzo a descender a las
48 horas. Aunque la sintesis de ADN en hepatocitos en fases precoces
(32 h tras HP) tendi6 a ser mayor y a alcanzar un pico mas alto y
definido a las 40 h tras HP en ratones operados con la HP modificada
comparado con la HP tradicional, no existieron diferencias
estadisticamente significativas entre las dos técnicas en ninguno de los
tiempos estudiados (Figura 51.A). El recuento de figuras mitoticas en
hepatocitos también tendio a ser mas elevado a las 48 h y 72 h de la HP
en ratones operados con la HP modificada en comparacion con la HP
tradicional, pero tampoco se alcanzo la significacion estadistica (Figura
51.B). Finalmente, el aumento del indice hepatico tras la cirugia fue

similar en las dos técnicas de HP evaluadas (Figura 51.C).
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Figura 51. Dinamica de la regeneracion hepatica en ratones operados con una HP
tradicional o con una HP modificada. La dinamica de la regeneraciéon hepatica fue evaluada
por: A. Sintesis de ADN en hepatocitos mediante inmunohistoquimica de BrdU. B. Recuento de
figuras mitéticas en tinciones de tejido hepatico con H&E. C. Relacién del peso del higado frente
al peso corporal (Indice hepatico). Las barras muestran la media + SEM (n= 3-6/grupo y
tiempo). Abreviaturas: ADN: Acido desoxirribonucleico; BrdU: Bromodesoxiuridina; H&E:
Hematoxilina y eosina; HP-trad: Hepatectomia parcial tradicional; HP-modif: Hepatectomia
parcial modificada.

1.2.- OBJETIVO 1B: COMPARACION DE LAS COMPLICACIONES DE

LAS TECNICAS DE HP TRADICIONAL Y HP MODIFICADA

1.2.1.- Mortalidad intra-operatoria.

La mortalidad intra-operatoria fue similar y practicamente
inexistente en los ratones operados con la técnica de HP tradicional y
con la técnica de HP modificada (0% vs. 10%, p= 0.29). Los 3 ratones

en el grupo de HP modificada fallecieron por puncion accidental del

diafragma durante la ligadura del 16bulo medio debido a la direccion en
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que se aprietan los nudos, y probablemente reflejen una mayor

dificultad técnica en la realizacion de la HP modificada.

1.2.2.-Desarrollo de necrosis hepatocelular

El desarrollo de areas focales de necrosis hepatocelular ocurri6 en
una frecuencia similar en ratones operados con las técnicas de HP

tradicional y HP modificada (6% vs. 18%, p=0.38).

1.2.3.-Parametros de daio hepatico

El grupo de ratones operados con la técnica de HP tradicional
presento unos niveles mas altos de ALT (p< 0.05) y AST (p< 0.05) a las
28 de la cirugia en comparacion con el grupo de HP modificada.
Aunque los niveles de FAL fueron similares en ambos grupos (p= 0.5), la
dispersion de los datos de esta variable fue mayor en el grupo de HP

tradicional (p= 0.02, test F para varianzas) (Figura 52).

Parametros de dafio hepatico
(28 h post-HP)
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Fig.52. Parametros bioquimicos de dafo hepatico en ratones operados con las técnicas de
HP tradicional y HP modificada, medidos en sangre obtenida por sangrado retro-orbitario
a las 28 h tras la cirugia. Las barras muestran la media + SEM (n= 3-4 ratones/grupo). *p<
0.05, test U de Mann Whitney. Abreviaturas: HP: Hepatectomia parcial; ALT: Alanina
aminotransferasa; AST: Aspartato aminotransferasa; FAL: Fosfatasa alcalina.
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2.- OBJETIVO 2. DETERMINAR LA CONTRIBUCION DE
CADA TIPO CELULAR (HEPATOCITOS Y
MACROFAGOS) A LA PRODUCCION DE IL-6 Y LA
RELEVANCIA DE LA FUENTE CELULAR DE IL-6 COMO
FACTOR DETERMINANTE DE SUS EFECTOS SOBRE LA

REGENERACION HEPATICA.

En base a los resultados del OBJETIVO I y la mayor
reproducibilidad de la técnica de HP modificada, utilizamos dicha
técnica en todos los experimentos posteriores realizados en ratones con
una deficiencia selectiva de IL-6 en células de origen mieloide (células

de Kupffer) o en hepatocitos presentados en la presente tesis.

2.1.- OBJETIVO 2A. VALIDAR LOS RATONES GENERADOS CON
DEFICIENCIA SELECTIVA DE IL-6 EN CELULAS

ESPECIFICAS.

Los experimentos del Objetivo 2A se realizaron para confirmar
que los ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en células de Kupffer
(IL-6 KOwm) o en hepatocitos (IL-6 KOn) no expresaban esta citocina en
estas células especificas y, por tanto, constituian una herramienta

valida.
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2.1.1.-Evaluacion de la produccion de IL-6 en cultivos primarios

de macrofagos peritoneales.

En este experimento, aislamos macrofagos peritoneales de ratones
[L-6 KOm y de sus controles floxeados (CTRL FL) y evaluamos la
produccion de IL-6 en presencia o ausencia de LPS, medida en el medio
de cultivo.

En primer lugar, evaluamos la presencia de macrofagos en las
poblaciones celulares obtenidas en el lavado peritoneal, analizando
muestras tanto antes de realizar el aislamiento de los mismos (grupo
pre-aislamiento) como después del aislamiento (grupo post-
aislamiento). Para ello, utilizamos citometria de flujo e
inmunofluorescencia directa con anticuerpos anti-Cd11b y anti-F4/80
(marcadores de monocito/macrofago) (Figura 53.A). Cdllb (también
conocido como Mac-1 o receptor del complemento 3), marcador
mielomonocitico implicado en la adhesion y fagocitosis (Springer et al,
1979; Vermaelen et al, 2004), y F4 /80, expresado a altos niveles en la
superficie de un gran numero de células incluyendo las células de
Kupffer (Leenen et al, 1994; Schaller et al, 2002; Brown et al, 2004),
son ampliamente utilizados para la identificacion de macrofagos
tisulares. La evaluacion de las poblaciones celulares mostré que solo el
45% de las células expresaron marcadores de macrofagos (Cdllb y
F4/80) en las muestras pre-aislamiento, mientras que mas del 95% de
las células se encontraban marcadas con Cdllb y F4/80 en las

muestras post-aislamiento (Figura 53.A).

273



Resultados

En segundo lugar, evaluamos la produccion de IL-6 en el medio
de cultivo de macrofagos peritoneales (grupo post-aislamiento)
obtenidos de ratones IL-6 KOm o controles floxeados (CTRL FL) en
presencia o ausencia de LPS. La elevacion de IL-6 observada en el
medio de cultivo de macrofagos procedentes de ratones controles (CTRL
FL) a las 24 horas de administrar LPS, fue extensamente prevenida en
el caso de los macrofagos procedentes de ratones IL-6 KOm (p< 0.01)
(Figura 53.B).

Para confirmar la especificidad de la medida y obtener
informacion adicional, evaluamos la produccion de IL-6 en el medio de
cultivo de poblaciones celulares pre- y post-aislamiento procedentes de
lavados peritoneales de ratones IL-6 KO sistémicos (como control
negativo), ratones IL-6 KOwm y ratones controles floxeados (CTRL FL), en
presencia o ausencia de LPS durante 24 horas de cultivo. Estos
experimentos reprodujeron los resultados previos, mostrando que la
exposicion a LPS indujo un gran aumento de IL-6 en las poblaciones
celulares obtenidas de ratones controles (CTRL FL), el cual estuvo
drasticamente atenuado en las obtenidas de ratones IL-6 KOwm, y
totalmente abolido en las obtenidas de ratones IL-6 KO sistémicos

(tanto en las muestras pre- como post-aislamiento) (Figura 54 A y B).
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Figura 53. Caracterizacion de poblaciones celulares, y concentracion de IL-6 en el medio
de cultivo de macrofagos peritoneales de ratones IL-6 KOm y de su controles IL-6
floxeados (CTRL FL) tras administrar LPS durante 24 horas. A. Identificacion y recuento de
macroéfagos peritoneales presentes en el lavado peritoneal (grupo pre-aislamiento) o tras su
aislamiento (grupo post-aislamiento), utilizando inmunofluorescencia directa de F4/80 y Cd11b
y citometria de flujo (se muestra imagen representativa, pero se realiz6 en todos los animales
utilizados). B. Produccion de IL-6 inducida por LPS en macréfagos peritoneales (muestras post-
aislamiento). Cada simbolo representa el valor obtenido en macroéfagos de ratones individuales y
la linea horizontal la mediana de cada grupo. En el grupo CTRL FL hubo un aumento de IL-6
tras administrar LPS en comparacién con los ratones no estimulados con LPS (Medio vs LPS, p<
0.001, ANOVA con test de Tukey post-hoc). **p<0.01, test U de Mann-Whitney. Abreviaturas: IL-
6: Interleucina-6; LPS: Lipopolisacarido; IL-6 KOum: Ratones con deficiencia selectiva del gen de
IL-6 en células de origen mieloide; CTRL FL: Control IL-6 floxeado.
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Figura 54. Produccion de IL-6 tras administrar LPS durante 24 horas en el medio de
cultivo de poblaciones celulares del lavado peritoneal (pre- y post- aislamiento de
macrofagos) obtenido de ratones control IL-6 floxeados (CTRL FL), ratones con deficiencia
de IL-6 en células mieloides (IL-6 KOm) y ratones IL-6 KO sistémicos. A. Producciéon de IL-6
en la poblacién celular mixta antes del aislamiento de los macréfagos (grupo pre-aislamiento).
B. Produccién de IL-6 en el cultivo de macrofagos peritoneales aislados (grupo post-aislamiento).
Cada simbolo representa el valor obtenido en macréfagos de ratones individuales y la linea
horizontal la mediana de cada grupo. *p< 0.05, **p< 0.01, test U de Mann Whitney.
Abreviaturas: IL-6: Interleucina-6; LPS: Lipopolisacarido; IL-6 KOwm: Ratones con deficiencia
selectiva del gen de IL-6 en células de origen mieloide; CTRL FL: Control IL-6 floxeado.

El tercer lugar, comparamos la dinamica temporal de la elevacion
de IL-6 en medio de cultivo inducida por la exposicion a LPS en células
del lavado peritoneal, tanto en la poblacion mixta original (grupo pre-
aislamiento) como en la poblacion aislada de macrofagos peritoneales
(grupo post-aislamiento), obtenidas de ratones controles CTRL FL y de
ratones IL-6 KOwm. La concentracion de IL-6 en el medio de cultivo de
las células procedentes de ambos grupos de ratones aumento
progresivamente durante las 24 horas tras la exposicion a LPS, tanto en

las células pre-aislamiento como post-aislamiento (Figura 55). Dicho
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aumento de IL-6, sin embargo, fue drasticamente atenuado alas 16 hy
24 h en las células de ratones IL-6 KOm comparado con CTRL FL tanto
en las células pre-aislamiento (16 h y 24 h: p< 0.05) (Figura 55.A) como
en los cultivos de macrofagos (post-aislamiento, 16 h y 24 h: p< 0.01)

(Figura 55.B).
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Figura 55. Concentracion de IL-6 en el medio de cultivo a lo largo del tiempo tras la
administracion de LPS en cultivos de células del lavado peritoneal (pre-aislamiento) y de
macrofagos peritoneales (grupo post-aislamiento) obtenidos de ratones controles (CTRL
FL) y ratones IL-6 KOum. A. Produccion de IL-6 en cultivos de la poblacién celular mixta (grupo
pre-aislamiento). B. Produccién de IL-6 en cultivos de macréfagos peritoneales (grupo post-
aislamiento). Cada simbolo representa el valor obtenido en macréfagos de ratones individuales y
la linea horizontal la mediana de cada grupo. *p< 0.05, **p< 0.01, test U de Mann Whitney.
Abreviaturas: IL-6: Interleucina-6; LPS: Lipopolisacarido; IL-6 KOwm: Ratones con deficiencia
selectiva del gen de IL-6 en células de origen mieloide; CTRL FL: Control IL-6 floxeado.

2.1.2.-Elevacion de IL-6 circulante in vivo tras la administracion

de LPS en ratones.

Para confirmar la existencia de un fenotipo in vivo, evaluamos la

elevacion de IL-6 circulante inducida por la administracion de LPS en
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ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en células de estirpe mieloide o
en hepatocitos (IL-6 KOum e IL-6 KOn) y en sus respectivos controles IL-6
floxeados (CTRL FL). Excepto en los ratones IL-6 KOw, la administracion
de LPS causo elevaciones estadisticamente significativas de IL-6
circulante en comparacion con la administracion de suero salino
(vehiculo). La elevacion de IL-6 circulante inducida por LPS en ratones
CTRL FL estuvo significativamente atenuada en el caso de los ratones
con deficiencia selectiva de IL-6 en células de estirpe mieloide (2311 %
640 pg/mL vs. 585 + 131 pg/mL, p< 0.01), sugiriendo que dichas
células son responsables de un 75% de la produccion de IL-6 inducida
por LPS (Figura 56.A). Los ratones con deficiencia de IL-6 en
hepatocitos (IL-6 KOH), sin embargo, no presentaron alteraciones en la
elevacion de la IL-6 circulante en respuesta a LPS en comparacion con

sus respectivos controles IL-6 floxeados (CTRL FL) (Figura 56.B).
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Figura 56. Concentracion plasmatica de IL-6 en ratones a los 90 min de la administracion
de suero salino (VEH) o de LPS. A. Concentraciéon de IL-6 en ratones con deficiencia selectiva
de IL-6 en células de estirpe mieloide y sus respectivos controles IL-6 floxeados. B.
Concentracion de IL-6 en ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en hepatocitos y sus
respectivos controles IL-6 floxeados. Cada simbolo representa el valor de IL-6 en ratones
individuales y la linea horizontal la mediana de cada grupo. Los ratones fueron inyectados con
LPS de E. coli cepa 055/Vehiculo (100 ng/ml) y sacrificados a los 90 minutos. El grupo
vehiculo se compuso de una mezcla de ratones de distintos genotipos: A. VEH: IL-6LOX/LOX
LyMCre-/-, IL-6LOX/WT LyMCre*/- y IL-6LOX/WT LyMCre-/-; B. VEH:IL-6L0X/LOX AlbCre*/-, IL-6LOX/LOX
AlbCre-/-, IL-6LOX/WT AlbCre*/- y IL-6LOX/WT AlbCre-/-. Excepto en los ratones IL-6 KOwm, la
administracion de LPS causé elevaciones estadisticamente significativas de IL-6 circulante en
comparacion con la administracion de suero salino (IL-6 KOm CTRL FL, p< 0.001; IL-6 KOn
CTRL FL, p< 0.05; IL-6 KOn p< 0.001, ANOVA con test de Tukey post-hoc). **p< 0.01, test U de
Mann Whitney. Abreviaturas: IL-6: Interleucina-6; LPS: Lipopolisacarido; CTRL FL: Control
floxeado; IL-6 KOwm: Ratones con deficiencia selectiva del gen de IL-6 en células de origen
mieloide; IL-6 KOu: Ratones con deficiencia selectiva del gen de IL-6 hepatocitos; VEH:Vehiculo.
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2.1.3.-Selectividad y penetrancia de la recombinacion inducida

por los ratones LysMCre y AlbCre.

Para definir de forma espacial y temporal la extension de la
recombinacion mediada por la Cre recombinasa en los cruces con
ratones LysMCre y AlbCre, cruzamos dichos ratones con una cepa de
ratones reporteros de dicha actividad Cre-recombinasa (ratones
TdEGFP). En las camadas procedentes de los cruces entre estos
ratones, las células con actividad Cre-recombinasa expresan EGFP
(fluorescencia verde) en su membrana plasmatica mientras que el resto
expresan fluorescencia roja (proteina Tomato-dye).

Las imagenes evaluadas confirmaron que la recombinacion
inducida por la Cre recombinasa en las camadas de los ratones
LysMCre y AlbCre fue selectiva y efectiva en ambas cepas (Figura 57).
Asi, en el higado de los ratones LysMCrexTdEGFP con expresion de la
enzima Cre recombinasa bajo el promotor de la lisozima, se observo
expresion de EGFP limitada a las células de estirpe mieloide (células de
Kupffer) mientras que el resto de células expresaron la proteina roja
Tomato-dye (Figura 57 A-F) En el higado de los ratones
ALBCrexTdEGFP (en los que la expresion de la enzima Cre recombinasa
esta bajo el promotor de la albumina), por el contrario, todos los
hepatocitos presentaron expresion de EGFP en su membrana mientras
que el resto de células del higado expresaron la proteina roja Tomato-

dye en su membrana plasmatica (Figura 57 G-L).
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Figura 57. Expresion de EGFP y Tomato-dye en tejido hepatico de ratones procedentes del
cruce de ratones reporteros TAEGFP con ratones LysMCre (A-F) o con ratones AlbCre (G-
L). El tejido hepatico fue fijado en formalina con gradiente de sucrosa y criopreservado con OCT
en isopentano y marcado con DAPI. Las imagenes fueron capturadas con los objetivos 20X 6
63X de un microscopio confocal (A-F) (Leica Microsystems) o los objetivos 20X 6 40X de un
microscopio de fluorescencia (G-L) (Nikon Eclipse E800) acoplado a una camara (Nikon Digital
Camera DXMI1200F). Se muestran iméagenes representativas (n= 3-4 ratones/grupo).
Abreviaturas: OCT: Medio de corte 6ptimo; EGFP: Enhanced Green Fluorescent protein.

2.2.- OBJETIVO 2B. CARACTERIZACION BASAL DE RATONES CON
DEFICIENCIA DE IL-6 EN CELULAS ESPECIFICAS (CELULAS

DE ESTIRPE MIELOIDE / HEPATOCITOS)

2.2.1.-Ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en células de
estirpe mieloide.

La deficiencia de IL-6 en células de estirpe mieloide no indujo

alteraciones evidentes en el peso corporal de los ratones utilizados, ya

que el peso corporal en ratones entre las 8 y las 12 semanas de edad
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fue similar en los ratones controles IL-6 floxeados (CTRL FL) y en los
ratones IL-6 KOwm (Figura 58).

Para determinar si la deficiencia de IL-6 en células de estirpe
mieloide inducia cambios en el peso del higado en relacion al peso
corporal, evaluamos el indice hepatico en ratones CTRL FL y ratones
IL-6 KOm no operados. Ambos grupos de ratones presentaron un indice

hepatico similar en torno al 4% (Figura 59).
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Figura 58. Peso corporal en ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en células de estirpe
mieloide (IL-6 KOm) y en sus respectivos controles IL-6 floxeados (CTRL FL). Cada simbolo
representa el valor de ratones individuales y la linea horizontal la mediana de cada grupo.
Abreviaturas: IL-6: Interleucina-6; CTRL FL: Control floxeado; IL-6 KOm: Ratones con deficiencia
selectiva del gen de IL-6 en células de estirpe mieloide.
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Figura 59. Iindice hepitico en ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en células de
estirpe mieloide (IL-6 KOm) y en sus respectivos controles IL-6 floxeados (CTRL FL). Cada
simbolo representa el valor de ratones individuales y la linea horizontal la mediana de cada
grupo. Abreviaturas: IL-6: Interleucina-6; CTRL FL: Control floxeado; IL-6 KOwm: Ratones con
deficiencia selectiva del gen de IL-6 en células de estirpe mieloide.
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Los ratones del grupo CTRL FL y los ratones IL-6 KOm también

presentaron parametros basales hematologicos

bioquimicos (Figura 61) similares.
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Figura 60. Parametros hematologicos en ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en
células de estirpe mieloide (IL-6 KOm) y en sus respectivos controles IL-6 floxeados (CTRL
FL). Cada simbolo representa el valor de ratones individuales y la linea horizontal la mediana de
cada grupo. Abreviaturas: IL-6: Interleucina-6; CTRL FL: Control floxeado; IL-6 KOm: Ratones
con deficiencia selectiva del gen de IL-6 en macréofagos; WBC: Recuento de glébulos blancos;
RBC: Recuento de globulos rojos; HTC: Hematocrito; LYM%: Porcentaje de linfocitos; MON%:
Porcentaje de monocitos; GRAN%: Porcentaje de granulocitos; PLT: Plaquetas.
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Figura 61. Parametros bioquimicos en ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en células
de estirpe mieloide (IL-6 KOm) y en sus respectivos controles IL-6 floxeados (CTRL FL).
Cada simbolo representa el valor de ratones individuales y la linea horizontal la mediana de
cada grupo. Abreviaturas: IL-6: Interleucina-6; CTRL FL: Control floxeado; IL-6 KOm: Ratones
con deficiencia selectiva del gen de IL-6 en macréfagos; ALT: Alanina aminotransferasa; AST:
Aspartato aminotransferasa; FAL: Fosfatasa alcalina; LDH: Lactato deshidrogenasa.

2.2.2.-Ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en hepatocitos

Al igual que la deficiencia de IL-6 en células de estirpe mieloide, la
deficiencia de IL-6 en hepatocitos tampoco se asociéo a alteraciones
evidentes en parametros fisiologicos generales. Asi, los ratones con
deficiencia de IL-6 en hepatocitos (IL-6 KOn) y sus respectivos controles
IL-6 floxeados (CTRL FL) de 9 a 14 semanas de edad también
presentaron valores basales similares de peso corporal (Figura 62),
indice hepatico (Figura 63), y parametros sanguineos hematologicos

(Figura 64) y bioquimicos (Figura 65).
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Figura 62. Peso corporal en ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en hepatocitos (IL-6
KO=n) y en sus respectivos controles IL-6 floxeados (CTRL FL). Cada simbolo representa el
valor de ratones individuales y la linea horizontal la mediana de cada grupo. Abreviaturas: IL-6:
Interleucina-6; CTRL FL: Control floxeado; IL-6 KOu: Ratones con deficiencia selectiva del gen
de IL-6 en hepatocitos.

<
S < 50,
5T
< 8 454 o
0 = Io) [ CTRLFL O
°© 8 e
0 2 40l —eoo— o IL-6 KO, @
o™ o
o 8_ le)
E — _ [ ]
L3 35
o3
- C
& @ 30
- NO OPERADOS

Figura 63. Indice hepitico en ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en hepatocitos (IL-
6 KOn) y en sus respectivos controles IL-6 floxeados (CTRL FL). Cada simbolo representa el
valor de ratones individuales y la linea horizontal la mediana de cada grupo. Abreviaturas: IL-6:
Interleucina-6; CTRL FL: Control floxeado; IL-6 KOn: Ratones con deficiencia selectiva del gen
de IL-6 en hepatocitos.
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Figura 64. Parametros hematologicos en ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en
hepatocitos (IL-6 KOn) y en sus respectivos controles IL-6 floxeados (CTRL FL). Cada
simbolo representa el valor de ratones individuales y la linea horizontal la mediana de cada
grupo. Abreviaturas: IL-6: Interleucina-6; CTRL FL: Control floxeado; IL-6 KOn: Ratones con
deficiencia selectiva del gen de IL-6 en hepatocitos; WBC: Recuento de glébulos blancos; RBC:
Recuento de glébulos rojos; HTC: Hematocrito; LYM%: Porcentaje de linfocitos; MON%:
Porcentaje de monocitos; GRAN%: Porcentaje de granulocitos; PLT: Plaquetas.
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Figura 65. Parametros bioquimicos en ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en
hepatocitos (IL-6 KOn) y en sus respectivos controles IL-6 floxeados (CTRL FL). Cada
simbolo representa el valor de ratones individuales y la linea horizontal la mediana de cada
grupo. Abreviaturas: IL-6: Interleucina-6; CTRL FL: Control floxeado; IL-6 KOn: Ratones con
deficiencia selectiva del gen de IL-6 en hepatocitos; NO OP: no operados; HP: Hepatectomia
parcial; ALT: Alanina aminotransferasa; AST: Aspartato aminotransferasa; FAL: Fosfatasa
alcalina; LDH: Lactato deshidrogenasa.

2.3.- OBJETIVO 2C. CONTRIBUCION DE LAS CELULAS DE ESTIRPE
MIELOIDE Y DE LOS HEPATOCITOS A LA PRODUCCION DE

IL-6 TRAS UNA HP

Una posible explicacion a las discrepancias encontradas en los
ultimos anos respecto al papel de IL-6 en la regeneracion hepatica
podria encontrarse en la posible relevancia de la fuente celular de IL-6
para el proceso regenerativo. En este sentido, la produccion de IL-6 tras
una HP se ha atribuido clasicamente a las células de Kupffer (Aldeguer

et al, 2002; Taub 2004; Michalopoulos 2007; Béhm, et al 2010), aunque
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otros tipos celulares, como los hepatocitos, también tienen la capacidad
de producir IL-6 (Klein et al, 2005; Norris et al, 2014).

Para evaluar la contribucion de las células de Kupffer y de los
hepatocitos a la produccion de IL-6 tras una HP, utilizamos ratones con
deficiencia selectiva de IL-6 en células de estirpe mieloide (IL-6 KOwm) o
en hepatocitos (IL-6 KOu) y sus respectivos controles IL-6 floxeados
(CTRL FL), y medimos la expresion génica de IL-6 en tejido hepatico y

los niveles de IL-6 circulantes tras la realizacion de una HP.

2.3.1.- Expresion del ARNm de IL-6 en tejido hepatico.

En este experimento, analizamos la expresion del ARNm de IL-6
en tejido hepatico por RT-PCR en ratones CTRL FL y en ratones IL-6
KOwm e IL-6 KOx en las primeras horas tras una HP (Figura 66).

De acuerdo con la nocion general de las células de Kupffer como
principales responsables de la produccion de IL-6 tras una HP,
encontramos que los ratones IL-6 KOwn presentaron niveles de ARNm de
IL-6 en el remanente hepatico a las 2 horas de la HP significativamente
menores que los encontrados en ratones controles IL-6 floxeados (CTRL
FL) (p< 0.01, Figura 66.A). Interesantemente, la expresion basal de
ARNm de IL-6 en ratones no operados también fue menor en ratones IL-
6 KOm que en ratones CTRL FL (p< 0.01, Figura 66.A). Como
consecuencia, la HP resulté en una induccion de la expresion del ARNm
de IL-6 en ambos grupos de ratones respecto a sus niveles basales

antes de la cirugia (p< 0.001, Figura 66.A).
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En el caso de los ratones IL-6 KOwu, la deficiencia de IL-6 en
hepatocitos no atenu6 la induccion del ARNm de IL-6 en el remanente
hepatico tras la HP; al contrario, los ratones IL-6 KOu tendieron a
presentar una mayor elevacion del ARNm de IL-6 que los ratones CTRL
FL a las dos horas de la HP (Figura 66.B). Ambas cepas de ratones
presentaron elevaciones del ARNm de IL-6 en tejido hepatico tras la
cirugia con respecto a los niveles encontrados en ratones no operados
(IL-6 KOu no-op vs CTRL FL 2h HP, p< 0.05; IL-6 KOy no-op vs IL-6

KOxn 2h HP, p< 0.01; Figura 66.B).
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Figura 66. Expresion del ARNm de IL-6 en tejido hepatico de ratones con deficiencia
selectiva de IL-6 en células de estirpe mieloide (IL-6 KOum) o en hepatocitos (IL-6 KOx) y en
sus respectivos ratones controles IL-6 floxeados (CTRL FL) no operados (NOOP)yalas2h
tras una HP. Cada simbolo representa el valor en ratones individuales y la linea horizontal la
mediana de cada grupo. A. Ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en células de estirpe
mieloide (células de Kupffer). Los ratones CTRL FL e IL-6 KOm que fueron sometidos a una HP
presentaron un aumento significativo de la expresion del ARNm de IL-6, en comparacién con los
ratones del mismo grupo NO OP (p< 0.001, ANOVA con test de Tukey post-hoc). B. Ratones con
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deficiencia selectiva de IL-6 en hepatocitos. Los ratones IL-6 KOn que fueron sometidos a una
HP presentaron un aumento significativo de la expresién del ARNm de IL-6 en comparacion con
los ratones NO OP (IL-6 KOu no op vs CTRL FL 2h HP, p< 0.05; IL-6 KOn no op vs IL-6 KOn 2h
HP, p< 0.01, ANOVA con test de Tukey post-hoc). **p< 0.01, test U de Mann Whitney.
Abreviaturas: IL-6: Interleucina-6; CTRL FL: Control floxeado; HP: Hepatectomia parcial; IL-6
KOwm: Ratones con deficiencia selectiva del gen de IL-6 en células de origen mieloide; IL-6 KOn:
Ratones con deficiencia selectiva del gen de IL-6 en hepatocitos; NO OP: no operados.

2.3.2.-Produccion de IL-6 circulante tras una HP

El aumento de IL-6 en sangre en las primeras horas tras la
reseccion del parénquima hepatico es un fenomeno consistente y
reproducible. Para evaluar la contribucion de las células de Kupffer y de
los hepatocitos al aumento de IL-6 circulante, medimos la
concentracion de IL-6 en plasma a las 4 y a las 6 horas tras una HP en
ratones CTRL FL y en ratones IL-6 KO € IL-6 KOs.

Ni la deficiencia de IL-6 en células de estirpe mieloide ni la
deficiencia de IL-6 en hepatocitos atenuaron la elevacion de la IL-6
circulante tras una HP. Asi, los ratones del grupo CTRL FL presentaron
un aumento de IL-6 circulante similar a los ratones IL-6 KOm a las 4 y
6 horas tras una HP (Figura 67.A). El aumento de IL-6 circulante tras la
HP también fue similar en los ratones IL-6 KOxw y en sus

correspondientes controles IL-6 floxeados (CTRL FL) (Figura 67.B).
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Figura 67. Concentracion de IL-6 en plasma en ratones con A) deficiencia selectiva de IL-6
en células de estirpe mieloide (IL-6 KOm) o B) en hepatocitos (IL-6 KOn), y en sus
respectivos controles IL-6 floxeados (CTRL FL) no operados (NO OP) y a las 4 y 6 horas
tras una HP. Cada simbolo representa el valor en ratones individuales y la linea horizontal la
mediana de cada grupo. Abreviaturas: IL-6: Interleucina-6; HP: Hepatectomia parcial; CTRL FL:
Control floxeado; IL-6 KOm: Ratones con deficiencia selectiva del gen de IL-6 en células de origen
mieloide; IL-6 KOu: Ratones con deficiencia selectiva del gen de IL-6 en hepatocitos; NO OP: no
operados.

2.4.- OBJETIVO 2D. IMPACTO DE LA DEFICIENCIA DE IL-6 EN
CELULAS DE ESTIRPE MIELOIDE O EN HEPATOCITOS
SOBRE LA SENALIZACION DE IL-6 EN EL HIGADO TRAS UNA

HP

La existencia de alteraciones en los ratones con deficiencia de IL-6
en células de estirpe mieloide respecto a la expresion del ARNm de IL-6

en tejido hepatico tras la HP junto con la ausencia de alteraciones
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encontrada en los niveles de IL-6 circulante, abrieron la posibilidad de
explorar efectos en la senalizacion por IL-6 en el higado especificamente
derivados de la IL-6 originada en las células de Kupffer. En Biologia, la
localizacion y la compartimentacion de enzimas y mediadores es de

gran importancia para determinar su funcion (Shaul 2002).

2.4.1.-Ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en células de

estirpe mieloide.

En estos experimentos, evaluamos diversos parametros de la via
de senalizacion de la IL-6 en el higado no operado o en tiempos
tempranos tras una HP (30 min, 2h y 6 h) en ratones CTRL FL y
ratones IL-6 KOw.

En primer lugar, evaluamos la activacion de STAT-3 mediante el
ratio pSTAT-3/STAT-3 total en Western blot de extractos de proteinas
totales del tejido hepatico (Figura 68.A). La deficiencia de IL-6 en los
ratones IL-6 KOm resultd en una mayor activacion de STAT-3 en el
higado no operado (p< 0.05) y a los 30 min tras una HP (p< 0.01) en
comparacion con los ratones CTRL FL. (Figura 68.B). En ambos grupos
de ratones (CTRL FL e IL-6 KOuw), el ratio pSTAT-3/STAT-3 aumento a
las 2 h y a las 6 h tras la HP en comparacion con los ratones no

operados (p< 0.01, Figura 68.B).
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Figura 68. Efecto de la deficiencia selectiva de IL-6 en células de estirpe mieloide sobre la
activacion de STAT-3 en tejido hepatico tras una HP. A. Imagenes representativas del
western blot de pSTAT-3 y STAT-3 en extractos de proteinas totales de tejido hepatico de
ratones CTRL FL y ratones IL-6 KOwm a las 2 horas tras una HP. B. Analisis de densitometria de
la expresion en tejido hepatico de pSTAT-3 y STAT-3 de ratones CTRL FL e IL-6 KOwu tras una
HP. Cada simbolo representa el valor en ratones individuales y la linea horizontal la mediana de
cada grupo. Los ratones CTRL FL e IL-6 KOwm presentaron un aumento de la activaciéon de
PSTAT-3 a las 2 h y 6 h tras la HP en comparacién con los ratones IL-6 KOm NO OP (p< 0.01,
ANOVA con test de Tukey post-hoc). *p< 0.05, **p< 0.01, test t de Student. Abreviaturas: IL-6:
Interleucina-6; STAT-3: Transductor de sefial y activador de la transcripcion 3; kDa: KiloDalton;
CTRL FL: Control floxeado; IL-6 KOm: Ratones con deficiencia selectiva del gen de IL-6 en
células de origen mieloide; HP: Hepatectomia parcial; NO OP: no operados; MPM: Marcador de
peso molecular.

En segundo lugar, evaluamos la activacion de la proteina quinasa
ERK 1/2, mediante el ratio de pERK1/2 / ERK1/2 total en extractos de
proteinas de tejido hepatico (Figura 69.A). La deficiencia selectiva de
IL-6 en células de estirpe mieloide no afect6 la fosforilacion de ERK1/2
en ninguno de los tiempos evaluados tras la cirugia (Figura 69.B).
Tampoco se detectaron diferencias entre ratones CTRL FL o IL-6 KOwm
sometidos a una HP y ratones no operados de los mismos grupos

(Figura 69.B).
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Figura 69. Efecto de la deficiencia selectiva de IL-6 en células de estirpe mieloide sobre la
activacion de ERK1/2 en tejido hepatico tras una HP. A. Imagenes representativas del
western blot de pERK 1/2 y ERK 1/2, en muestras de extractos de proteinas totales de tejido
hepatico de ratones CTRL FL y ratones IL-6 KOm a las 6 horas tras una HP. B. Analisis de
densitometria de la expresién de pERK1/2 y ERK1/2 de ratones CTRL FL e IL-6 KOwm tras una
HP. Cada simbolo representa el valor de ratones individuales y la linea horizontal la mediana de
cada grupo. Abreviaturas: IL-6: Interleucina-6; ERK: Quinasas reguladas por sefales
extracelulares; kDa: KiloDalton; CTRL FL: Control floxeado; IL-6 KOwm: Ratones con deficiencia
selectiva del gen de IL-6 en células de origen mieloide; HP: Hepatectomia parcial; NO OP: no
operados; MPM: Marcador de peso molecular.

En tercer lugar, evaluamos el efecto de la deficiencia de IL-6 en
células de estirpe mieloide sobre la activacion de AKT, evaluada
mediante el ratio pAKT/AKT total, en extractos de proteinas del higado
de ratones CTRL FL e IL-6 KOm no operados o sometidos a una HP
(Figura 70.A). Los ratones CTRL FL presentaron un aumento del ratio
PAKT/AKT a las 2 horas tras la HP respecto a los niveles encontrados
en ratones no operados de los mismos grupos (p< 0.01, Figura 70.B).La

deficiencia de IL-6 en células de estirpe mieloide no tuvo efectos
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evidentes sobre la activacion de AKT en ninguno de los tiempos

evaluados tras la HP (Figura 70.B).
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Figura 70. Efecto de la deficiencia selectiva de IL-6 en células de estirpe mieloide sobre la
activacion de AKT en tejido hepatico tras una HP. A. Imagenes representativas del western
blot de pAKT y AKT, en muestras de extractos de proteinas totales de tejido hepatico de ratones
CTRL FL y ratones IL-6 KOwm, a las 2 horas tras una HP. B. Analisis de densitometria de la
expresion de pAKT y AKT en el higado de ratones CTRL FL y de ratones IL-6 KOwm tras una HP.
Cada simbolo representa el valor de ratones individuales y la linea horizontal la mediana de
cada grupo. Los ratones CTRL FL presentaron un aumento de la activacion de pAKT a las 2
horas tras la HP en comparacién con los ratones del mismo grupo NO OP (p< 0.05, ANOVA con
test de Tukey post-hoc). Abreviaturas: IL-6: Interleucina-6; AKT: Proteina quinasa B; kDa:
KiloDalton; CTRL FL: Control floxeado; IL-6 KOum: Ratones con deficiencia selectiva del gen de IL-
6 en células de origen mieloide; HP: Hepatectomia parcial; NO OP: no operados; MPM: Marcador
de peso molecular.

En cuarto lugar, evaluamos la induccion del ARNm de SOCS-3,
uno de los reguladores negativos de la senalizacion de IL-6 que es
inducido por la propia IL-6 tras una HP. La deficiencia de IL-6 en
células de estirpe mieloide (ratones IL-6 KOwm) no alter6 los niveles de
expresion del ARNm de SOCS-3 en tejido hepatico en comparacion con

los ratones controles IL-6 floxeados (CTRL FL) ni en el higado no
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operado ni en ninguno de los tiempos evaluados tras la realizacion de

una HP (Figura 71).
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Figura 71. Expresion del ARNm de SOCS-3 en tejido hepatico de ratones con deficiencia
selectiva de IL-6 en células de estirpe mieloide tras una HP. Cada simbolo representa el
valor en ratones individuales y la linea horizontal la mediana de cada grupo. Abreviaturas:
SOCS-3: Supresor de la sefalizacién por citocinas 3; IL-6: Interleucina-6; CTRL FL: Control
floxeado; HP: Hepatectomia parcial; IL-6 KOm: Ratones con deficiencia selectiva del gen de IL-6
en células de origen mieloide.
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2.4.2.-Ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en hepatocitos

Para descartar un potencial efecto de la IL-6 generada en
hepatocitos sobre las vias de senalizacion de esta citocina en el higado
tras una HP, evaluamos en los ratones con deficiencia de IL-6 en
hepatocitos (IL-6 KOmu) y en sus correspondientes controles IL-6
floxeados (CTRL FL) los mismos parametros de senalizacion de la IL-6
analizados en los ratones con deficiencia de IL-6 en células de estirpe
mieloide en el apartado anterior.

Respecto al ratio pSTAT-3/STAT-3 (Figura 72.A), los ratones IL-6
KOn presentaron una mayor activacion de STAT-3 en tejido hepatico
que los ratones CTRL FL a las 2 horas de la realizacion de una HP (p<
0.01, Figura 72.B). La activacion de STAT-3 también fue superior en el
higado de ratones CTRL FL y en ratones IL-6 KOz alas 2 hyalas 6 h

tras una HP en comparacion con el higado de ratones no operados de
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ambos grupos (CTRL FL no-op vs. CTRL FL 2h HP, p< 0.05; CTRL FL
no-op vs. CTRL FL 6h HP, p< 0.05; IL-6 KOx no-op vs IL-6 KOx 2h HP e

IL-6 KOu 6h HP, p< 0.001; Figura 72.B).
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Figura 72. Efecto de la deficiencia selectiva de IL-6 en hepatocitos sobre la activacion de
STAT-3 en tejido hepatico tras una HP. A. Imagenes representativas del western blot de
pSTAT-3 y STAT-3, en muestras de extractos de proteinas totales de tejido hepatico de ratones
CTRL FL e IL-6 KOu, a las 2 horas tras una HP. B. Analisis de densitometria de la expresiéon de
PSTAT-3 y STAT-3 en el higado de ratones CTRL FL e IL-6 KOn tras una HP. Cada simbolo
representa el valor de ratones individuales y la linea horizontal la mediana de cada grupo. Los
ratones CTRL FL e IL-6 KOu que fueron sometidos a una HP y sacrificados a las 2 hy 6 h
presentaron un incremento significativo de la sintesis de pSTAT-3 en comparacion con los
ratones NO OP (CTRL FL e IL-6 KOn) (CTRL FL no op vs. CTRL FL 2h HP, p<0,05; CTRL FL no
op vs. CTRL FL 6h HP, p<0,05; IL-6 KOn no op vs IL-6 KOu 2h HP, IL-6 KOn no op vs IL-6 KOn
6h HP p<0,001; ANOVA con test de Tukey post-hoc). *p<0,05, test t de Student. Abreviaturas:
IL-6: Interleucina-6; STAT-3: Transductor de senal y activador de la transcripcion 3; kDa:
KiloDalton; CTRL FL: Control floxeado; IL-6 KOu: Ratones con deficiencia selectiva del gen de
IL-6 en hepatocitos; HP: Hepatectomia parcial; NO OP: no operados; MPM: Marcador de peso
molecular.

Respecto al ratio pERK1/2 / ERK1/2 en tejido hepatico (Figura
73.A), no encontramos diferencias significativas entre los ratones CRTL

FL y los ratones IL-6 KOn en ninguno de los tiempos evaluados tras
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una HP (Figura 73.B). Sin embargo, el ratio pERK1/2 / ERK1/2
descendio en el higado de ratones CTRL FL a los 30 min, 2 hy 6 h tras
la HP en comparacion con el higado de ratones CTRL FL no operados
(CTRL FL no-op vs. CTRL FL 30min HP, p< 0.01; CTRL FL no-op vs.
CTRL FL 2h HP, p< 0.05; CTRL FL no-op vs. CTRL FL 6h HP, p< 0.01,
Figura 73.B). Una tendencia similar fue observada en los ratones IL-6

KOu, aunque no fue estadisticamente significativa.
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Figura 73. Efecto de la deficiencia selectiva de IL-6 en hepatocitos sobre la activacion de
ERK1/2 en tejido hepatico tras una HP. A. Imagenes representativas del western blot de
pPERK 1/2 y ERK 1/2, en muestras de extractos de proteinas totales de tejido hepatico de
ratones CTRL FL e IL-6 KOn a los 30 minutos tras una HP. B. Analisis de densitometria de la
expresion de pERK1/2 y ERK1/2 en el higado de ratones CTRL FL e IL-6 KOn tras una HP.
Cada simbolo representa el valor de ratones individuales y la linea horizontal la mediana de
cada grupo. El higado de los ratones CTRL FL que fueron sometidos a una HP presentaron un
descenso significativo del ratio pERK1/2 / ERK1/2 a los 30 min, 2 h y 6 h tras la cirugia en
comparacion con el higado de ratones CTRL FL no operados (CTRL FL no-op vs. CTRL FL 30min
HP, p <0.01; CTRL FL no-op vs. CTRL FL 2h HP, p< 0.05; CTRL FL no-op vs. CTRL FL 6h HP, p<
0.01, ANOVA con test de Tukey post-hoc). Abreviaturas: IL-6: Interleucina-6; ERK: Quinasas
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reguladas por sefnales extracelulares; kDa: KiloDalton; kDa: KiloDalton; CTRL FL: Control
floxeado; IL-6 KOn: Ratones con deficiencia selectiva del gen de IL-6 en hepatocitos; HP:
Hepatectomia parcial; NO OP: no operados; MPM: Marcador de peso molecular.

Respecto al ratio pAKT/AKT (Figura 74.A), la deficiencia selectiva
de IL-6 en hepatocitos no afect6 a la activacion de AKT en ninguno de
los tiempos evaluados tras una HP (Figura 74.B). La realizacion de una
HP, sin embargo, indujo una activacion significativa de AKT en higado a
las 2 horas de la cirugia tanto en ratones CTRL FL y en ratones IL-6
KOn en comparacion con el higado de ratones no operados de los

mismos grupos (p< 0.001, Figura 74.B).
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Figura 74. Efecto de la deficiencia selectiva de IL-6 en hepatocitos sobre la activacion de
AKT en tejido hepatico tras una HP. A. Imagenes representativas del western blot de pAKT y
AKT, en extractos de proteinas totales de tejido hepatico de ratones CTRL FL y de ratones IL-6
KOn a las 6 horas tras una HP. B. Analisis de densitometria de la expresiéon de pAKT y AKT en
higado de ratones CTRL FL e IL-6 KOn tras una HP. Cada simbolo representa el valor de ratones
individuales y la linea horizontal la mediana de cada grupo. En ratones CTRL FL e IL-6 KOpy, la
sintesis de pAKT fue significativamente mayor a las 2 horas tras una HP en comparacién con los
ratones del mismo grupo NO OP (p<0.001 ANOVA con test de Tukey post-hoc). Abreviaturas: IL-
6: Interleucina-6; AKT: Proteina quinasa B; HP: Hepatectomia parcial; kDa: KiloDalton; CTRL
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FL: Control floxeado; IL-6 KOun: Ratones con deficiencia selectiva del gen de IL-6 en hepatocitos;
NO OP: no operados; MPM: Marcador de peso molecular.

Por ultimo, la deficiencia de IL-6 en hepatocitos no influyo en la
expresion del ARNm de SOCS-3 en tejido hepatico tras la HP, esto es, la
expresion del ARNm de SOCS-3 fue similar en el higado de ratones
CTRL FL e IL-6 KOx tras una HP en todos los tiempos evaluados
(Figura 75). Sin embargo, observamos una induccion de la expresion del
ARNm de SOCS-3 en el higado de los ratones CTRL FL a las 6 h tras
una HP en comparacion con sus controles no operados (CTRL FL no-op
vs. CTRL FL 6h HP, p< 0.001), y en el higado de los ratones IL-6 KOx a
las 2 h y 6 h tras la HP en comparacion con sus respectivos controles
no operados (IL-6 KOux no-op vs IL-6 KOx 2h HP, p< 0.05; IL-6 KOg no-

op vs IL-6 KOy 6h HP p< 0.01; Figura 75).
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Figura 75. Expresion del ARNm de SOCS-3 en tejido hepatico de ratones con deficiencia
selectiva de IL-6 en hepatocitos tras una HP. Cada simbolo representa el valor en ratones
individuales y la linea horizontal la mediana de cada grupo. El higado de los ratones CTRL FL
presenté un aumento de la expresion del ARNm de SOCS-3 a las 6 h de una HP en comparacion
con el higado de ratones no operados (CTRL FL no-op vs. CTRL FL 6h HP, p< 0.001, ANOVA con
test de Tukey post-hoc). El higado de ratones IL-6 KOu presenté un aumento de la expresion del
ARNm de SOCS-3 a las 2 h y 6 h tras una HP en comparaciéon con el higado de ratones no
operados (IL-6 KOu no-op vs IL-6 KOu 2h HP, p< 0.05; IL-6 KOu no-op vs IL-6 KOu 6h HP p<
0.01, ANOVA con test de Tukey post-hoc). Abreviaturas: SOCS-3: Supresor de la sefalizacion
por citocinas 3; IL-6: Interleucina-6; CTRL FL: Control floxeado; HP: Hepatectomia parcial; IL-6
KOu: Ratones con deficiencia selectiva del gen de IL-6 en hepatocitos; NO OP: no operados.
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2.5.- OBJETIVO 2E. IMPACTO DE LA DEFICIENCIA DE IL-6 EN
CELULAS DE ESTIRPE MIELOIDE O EN HEPATOCITOS
SOBRE EL DESARROLLO DE LA REGENERACION HEPATICA

TRAS UNA HP

En estos experimentos, evaluamos si las ligeras alteraciones
observadas en las vias de senalizacion de la IL-6 en el higado en las
primeras horas tras la realizacion de una HP en ratones con deficiencia
selectiva de IL-6 en células de estirpe mieloide o en hepatocitos se
traducian en un desarrollo alterado de la proliferacion de los

hepatocitos y de la recuperacion de masa hepatica.

2.5.1.-Ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en células de

estirpe mieloide.

En primer lugar, comparamos la sintesis de ADN (fase S) en
hepatocitos del higado de ratones CRTL FL y de ratones IL-6 KOwm
antes y a diversos tiempos tras la realizacion de una HP, mediante
inmunohistoquimica de BrdU en secciones de tejido hepatico. La
sintesis de ADN en hepatocitos comenz6 en ambos grupos de ratones a
las 28 horas tras la HP y el pico de sintesis de ADN se produjo a las 40
horas en ambos grupos de ratones (p< 0.001 40 h vs. Sham y No-op,
Figura 76). Los ratones IL-6 KOwm tendieron a presentar un mayor
numero de hepatocitos en fase S que los ratones CRTL FL a lo largo de
las primeras 48 horas tras la HP, siendo la diferencia estadisticamente
significativa a las 32 horas (p< 0.05). La deficiencia de IL-6 en células

de estirpe mieloide también parecié resultar en una terminacion mas
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temprana de la fase de sintesis de ADN en hepatocitos, siendo el
numero de hepatocitos en fase S menor en los ratones IL-6 KOm que en

los ratones CRTL FL a los 7 dias tras la HP (p< 0.01).
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Figura 76. Sintesis de ADN en hepatocitos tras una HP en ratones con deficiencia
selectiva de IL-6 en células de estirpe mieloide (IL-6 KOwm) y en sus respectivos controles
IL-6 floxeados (CTRL FL). La sintesis de ADN en hepatocitos se midié6 mediante
inmunohistoquimica de BrdU en secciones de tejido hepatico. Como controles, se usaron
ratones no operados (NO OP) o ratones con laparotomia simple sin resecciéon hepatica (SHAM)
sacrificados a las 32 horas y las 48 horas de la cirugia. El grupo SHAM estuvo compuesto de
una mezcla de ratones de distintos genotipos (IL-6L0X/LOX LyMCre-/-, IL-6LOX/WT LyMCre*/- y IL-
6LOX/WT LyMCre-/-). Cada simbolo representa el valor en ratones individuales y la linea horizontal
la mediana de cada grupo. Los ratones CTRL FL e IL-6 KOm que fueron sometidos a una HP
presentaron un aumento de la proliferacion de los hepatocitos a las 40 horas en comparacion
con los ratones de los mismos grupos NO OP o SHAM (p< 0.001, ANOVA con test de Tukey post-
hoc). *p< 0.05, **p< 0.01, test t de Student. Abreviaturas: ADN: Acido dexosirribonucléico; HP:
Hepatectomia parcial; IL-6: Interleucina-6; CTRL FL: Control floxeado; BrdU:
Bromodesoxiuridina; NO OP: no operados; SHAM: Laparatomia control; IL-6 KOm: Ratones con
deficiencia selectiva del gen de IL-6 en células de estirpe mieloide.

d

En segundo lugar, realizamos un recuento del numero de
hepatocitos que presentaban figuras mitoticas en secciones de tejido
hepatico tenidas con H&E (Assy N, Minuk GY, 1997; Jia 2011). La
deficiencia selectiva de IL-6 en células de Kupffer no afect6 al numero
de mitosis en hepatocitos tras una HP, siendo el nimero de mitosis en
hepatocitos similar en los ratones CRTL FL y en los ratones IL-6 KOm

en todos los tiempos evaluados tras la HP (Figura 77). Ambos grupos de
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ratones (CTRL FL e IL-6 KOwm) presentaron el pico de hepatocitos en
mitosis a las 48 horas tras la HP (p< 0.001 vs. ratones No-op y SHAM,

Figura 77).
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Figura 77. Recuento de hepatocitos con figuras mitéticas tras una HP en ratones con
deficiencia selectiva de IL-6 en células de estirpe mieloide y en sus respectivos controles
IL-6 floxeados (CTRL FL). Cada simbolo representa los valores individuales de cada ratén y la
linea horizontal la mediana de cada grupo. Las mitosis en hepatocitos se contaron en secciones
de tejido hepatico tefiidas con H&E. Como controles, se usaron ratones no operados (NO OP) o
ratones con laparotomia simple sin reseccién de masa hepatica (SHAM) sacrificados a las 32
horas y 48 horas tras la cirugia. El grupo SHAM estuvo compuesto de una mezcla de ratones de
distintos genotipos (IL-6L0X/LOX LyMCre-/-, IL-6LOX/WT LyMCre*/- y IL-6LOX/WT LyMCre/-). Los
ratones CTRL FL e IL-6 KOm que fueron sometidos a una HP presentaron un aumento del
numero de mitosis en hepatocitos a las 48 horas en comparacion con los ratones de los mismos
grupos NO OP o SHAM (p< 0.001, ANOVA con test de Tukey post-hoc). Abreviaturas: HP:
Hepatectomia parcial; IL-6: Interleucina-6; CTRL FL: Control floxeado; H&E: Hematoxilina y
eosina; NO OP: no operados; SHAM: Laparatomia control; IL-6 KOwm: Ratones con deficiencia
selectiva del gen de IL-6 en células de origen mieloide.

En tercer lugar, evaluamos la expresion de proteinas que reflejan
las fases del ciclo celular mediante inmunohistoquimica (PCNA, Figura
78) y mediante Western blot de extractos de proteinas totales de tejido
hepatico (Ciclina D1, Figura 79.A).

Tanto los ratones CTRL FL como los ratones IL-6 KOwm
presentaron un aumento en el nimero de hepatocitos con expresion de
PCNA a las 40 horas tras la HP respecto a sus respectivos controles no

operados (p< 0.001, Figura 78). Aunque los ratones IL-6 KOwm tendieron
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a presentar un mayor numero de hepatocitos PCNA positivos que los
ratones CTRL FL tras la HP, no existieron diferencias significativas

entre ambos grupos en ninguno de los tiempos evaluados (Figura 79).
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Figura 78. Numero de hepatocitos con expresion de PCNA en ratones con deficiencia
selectiva de IL-6 en células de estirpe mieloide y en sus respectivos ratones controles IL-6
floxeados (CTRL FL). La proliferacion de hepatocitos se midié6 mediante inmunohistoquimica de
PCNA en secciones de tejido hepatico. Cada simbolo representa el valor en ratones individuales
y la linea horizontal la mediana de cada grupo. Los ratones que fueron sometidos a una HP
presentaron un aumento de la proliferacion de los hepatocitos a las 40 horas en comparacion
con los ratones no operados (CTRL FL e IL-6 KOwm) (p< 0.001, ANOVA con test de Tukey post-
hoc). Abreviaturas: HP: Hepatectomia parcial; PCNA: Antigeno nuclear de células en
proliferacién; IL-6: Interleucina-6; CTRL FL: Control floxeado; IL-6 KOwm: Ratones con deficiencia
selectiva del gen de IL-6 en células de origen mieloide; NO OP: no operados.

De manera similar, la expresion de ciclina D1 en tejido hepatico
aumento a las 40 horas tras la realizacion de una HP tanto en los
ratones CTRL FL como en los ratones IL-6 KOwm respecto a sus
correspondientes ratones controles no operados (p< 0.001, Figura 79.B).
Sin embargo, la expresion de ciclina D1 en tejido hepatico fue similar en
los ratones CTRL FL y en los ratones IL-6 KOm en todos los tiempos

evaluados (Figura 79.B).
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Figura 79. Efecto de la deficiencia selectiva de IL-6 en células de estirpe mieloide sobre la
expresion de ciclina D1 en tejido hepatico tras una HP. A. Imagenes representativas del
western blot de ciclina D1 y de B-actina (control de carga) en extractos de proteinas totales de
tejido hepatico de ratones CTRL FL e IL-6 KOm a las 48 tras una HP. B. Analisis de
densitometria de los western blots de ciclina D1 corregidos por el control de carga en tejido
hepatico de ratones CTRL FL e IL-6 KOwm a distintos tiempos tras una HP. Cada simbolo
representa el valor en ratones individuales y la linea horizontal la mediana de cada grupo. Los
ratones CTRL FL e IL-6 KOm que fueron sometidos a una HP y sacrificados a las 40 horas
presentaron un aumento de la sintesis de ciclina D1 en comparacién con los ratones de ambos
grupos no operados (p< 0.001, ANOVA con test de Tukey post-hoc). Abreviaturas: IL-6:
Interleucina-6; HP: Hepatectomia parcial; kDa: KiloDalton; CTRL FL: Control floxeado; IL-6
KOwm: Ratones con deficiencia selectiva del gen de IL-6 en células de Kupffer; NO OP: no
operados; MPM: Marcador de peso molecular.

En cuarto lugar, evaluamos la recuperacion de masa hepatica
mediante la medida del indice hepatico (peso del higado/peso corporal).
En los ratones no operados (NO OP) y en los ratones SHAM de los
distintos genotipos estudiados (IL-6LOX/LOX LyMCre/-, IL-6LOX/WT
LyMCre*/- y IL-6LOX/WT TyMCre/-), la masa hepatica represento
aproximadamente un 4% del peso corporal total. Tras la HP, el indice

hepatico (medido a los 30 min tras la cirugia) disminuy6é hasta
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aproximadamente un 1.5% en todos los grupos. La recuperacion de
masa hepatica tras la HP fue similar en los ratones CRTL FL y en los
ratones IL-6 KOw, recuperando todos ellos la masa hepatica inicial a los

7 dias tras la cirugia (Figura 80).
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Figura 80. Evolucion del indice hepatico (ratio peso del higado frente al peso corporal)
tras una HP en ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en células de estirpe mieloide y
en sus correspondientes controles IL-6 floxeados (CTRL FL). Cada simbolo representa el
valor en ratones individuales y la linea horizontal la mediana de cada grupo. Como controles, se
usaron ratones no operados (NO OP) y ratones con cirugia SHAM sacrificados a las 32 hy 48 h
tras la cirugia. El grupo SHAM estuvo compuesto de una mezcla de ratones de distintos
genotipos (IL-6L0X/LOX LyMCre-/-, IL-6LOX/WT LyMCre*/- y IL-6LOX/WT LyMCre-/-). Abreviaturas: HP:
Hepatectomia parcial; IL-6: Interleucina-6; CTRL FL: Control floxeado; NO OP: no operados;
SHAM: Laparatomia control; IL-6 KOwm: Ratones con deficiencia selectiva del gen de IL-6 en
células de origen mieloide.

Finalmente, evaluamos parametros bioquimicos de dano hepatico,
dado que estudios previos han descrito un posible papel
hepatoprotector de la IL-6 independiente de sus efectos sobre la
proliferacion celular. Tanto los ratones CTRL FL como los ratones IL-6
KOwm, sin embargo, presentaron concentraciones similares de ALT, AST,

LDH, FAL y fosfato en plasma tras la realizacion de una HP (Figura 81).
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Figura 81. Parametros bioquimicos en ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en células
de estirpe mieloide y en sus correspondientes ratones controles IL-6 floxeados (CTRL FL)
tras una HP. Cada simbolo representa el valor en ratones individuales y la linea horizontal la
mediana de cada grupo. Abreviaturas: IL-6: Interleucina-6; CTRL FL: Control floxeado; IL-6
KOwm: Ratones con deficiencia selectiva del gen de IL-6 células de origen mieloide; ALT: Alanina
aminotransferasa; AST: Aspartato aminotransferasa; FAL: Fosfatasa alcalina; LDH: Lactato
deshidrogenasa.

2.5.2.-Ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en hepatocitos

Para evaluar el efecto de la deficiencia selectiva de IL-6 en
hepatocitos sobre la regeneracion hepatica, analizamos parametros de
proliferacion de hepatocitos y la recuperacion de la masa hepatica en
ratones IL-6 KOn y en sus correspondientes ratones controles IL-6

floxeados (CRTL FL) no operados o sometidos a una HP.
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Tanto los ratones CTRL FL como los ratones IL-6 KOx
presentaron un pico de hepatocitos en fase de sintesis de ADN a las 40
horas tras una HP en comparacion con los ratones no operados de
ambos grupos (p< 0.001, Figura 82). Sin embargo, la deficiencia
selectiva de IL-6 en hepatocitos no afecto a la sintesis de ADN, siendo el
numero de hepatocitos en fase S similar en ratones CTRL FL y ratones

IL-6 KOx en todos los tiempos evaluados tras la HP (Figura 82).
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Figura 82. Sintesis de ADN en hepatocitos tras una HP en ratones con deficiencia
selectiva de IL-6 en hepatocitos y en sus respectivos controles IL-6 floxeados (CTRL FL).
La sintesis de ADN en hepatocitos se midi6 mediante inmunohistoquimica de BrdU en secciones
de tejido hepatico. Cada simbolo representa el valor en ratones individuales y la linea horizontal
la mediana de cada grupo. Los ratones no operados estuvieron compuestos por una mezcla de
ratones CTRL FL e IL-6 KOn. Los ratones CTRL FL e IL-6 KOn que fueron sometidos a una HP
presentaron un aumento de la proliferacién de hepatocitos a las 40 horas en comparacién con
los ratones no operados de los mismos grupos (p< 0.001, ANOVA con test de Tukey post-hoc).
Abreviaturas: ADN: Acido dexosirribonucléico; HP: Hepatectomia parcial; IL-6: Interleucina-6;
CTRL FL: Control floxeado; BrdU: Bromodesoxiuridina; IL-6 KOu: Ratones con deficiencia
selectiva del gen de IL-6 en hepatocitos; NO OP: no operados.

Tanto los ratones CTRL FL como los ratones IL-6 KOn
presentaron el pico del numero de hepatocitos con mitosis a las 48

horas tras una HP en comparacion con los ratones no operados de
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ambos grupos (NO OP vs. CTRL FL 48h HP, p< 0.001; NO OP vs. IL-6
KOu 48h HP, p< 0.01, Figura 83). La deficiencia selectiva de IL-6 en
hepatocitos no afecté6 al numero de mitosis en hepatocitos, siendo
similar en los ratones CRTL FL y en los ratones IL-6 KOx en todos los

tiempos evaluados tras la HP (Figura 83).
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Figura 83. Recuento de hepatocitos con figuras mitéticas tras una HP en ratones con
deficiencia selectiva de IL-6 en hepatocitos y en sus respectivos controles IL-6 floxeados
(CTRL FL). Las mitosis en hepatocitos se contaron en secciones de tejido hepatico tenidas con
H&E. Cada simbolo representa el valor en ratones individuales y la linea horizontal la mediana
de cada grupo. Los ratones no operados (NO OP) estuvieron compuestos por una mezcla de
ratones CTRL FL e IL-6 KOu. Los ratones CTRL FL e IL-6 KOn que fueron sometidos a una HP
presentaron un aumento del nimero de mitosis en hepatocitos a las 48 horas de la cirugia en
comparaciéon con los ratones no operados de los mismos grupos (NO OP vs. CTRL FL 48h HP, p<
0.001; NO OP vs. IL-6 KOu 48h HP, p< 0.01, ANOVA con test de Tukey post-hoc). Abreviaturas:
HP: Hepatectomia parcial; IL-6: Interleucina-6; CTRL FL: Control floxeado; H&E: Hematoxilina y
eosina; NO OP: no operados; IL-6 KOu: Ratones con deficiencia selectiva del gen de IL-6 en
hepatocitos.

En concordancia con las observaciones previas, la deficiencia de
IL-6 en hepatocitos tampoco alteré la recuperacion de masa hepatica
(evaluada mediante el indice hepatico). Asi, la masa hepatica represento
aproximadamente el 4% del peso corporal total en los ratones no
operados, y disminuyo hasta aproximadamente un 1.5% a los 30

minutos tras la realizacion de una HP en todos los grupos. La
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recuperacion de masa hepatica tras la HP fue similar en los ratones
CRTL FL y en los ratones IL-6 KOx, recuperando todos ellos la masa

hepatica inicial a los 7 dias tras la cirugia (Figura 84).
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Figura 84. Evolucion del indice hepatico (ratio peso del higado frente al peso corporal)
tras una HP en ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en hepatocitos y en sus
respectivos controles IL-6 floxeados (CTRL FL). Cada simbolo representa el valor en ratones
individuales y la linea horizontal la mediana de cada grupo. El grupo NO OP estuvo compuesto
de una mezcla de ratones CTRL FL e IL-6 KOu. Abreviaturas: HP: Hepatectomia parcial; IL-6:
Interleucina-6; CTRL FL: Control floxeado; NO OP: no operados; IL-6 KOu: Ratones con
deficiencia selectiva del gen de IL-6 en hepatocitos.

Por ultimo, evaluamos parametros bioquimicos en muestras de
sangre de ratones CTRL FL e IL-6 KOn tras realizar una HP, no
observando diferencias en la concentracion de AST, ALT, FAL, LDH o

fosfato entres ambos grupos (Figura 85).
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Figura 85. Parametros bioquimicos en ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en
hepatocitos tras una HP en ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en hepatocitos y en
sus respectivos controles IL-6 floxeados (CTRL FL). Cada simbolo representa el valor en
ratones individuales y la linea horizontal la mediana de cada grupo. Abreviaturas: IL-6:
Interleucina-6; CTRL FL: Control floxeado; IL-6 KOu: Ratones con deficiencia selectiva del gen
de IL-6 en hepatocitos; ALT: Alanina aminotransferasa; AST: Aspartato aminotransferasa; FAL:

Fosfatasa alcalina; LDH: Lactato deshidrogenasa.

3.- OBJETIVO 3. CONTRIBUCION DE FUENTES EXTRA-

HEPATICAS A LA ELEVACION DE LA IL-6 CIRCULANTE

TRAS UNA HP.

La ausencia de un efecto sobre la elevacion de IL-6 circulantes

tras una HP encontrada en los ratones con deficiencia del gen de la IL-6

en células de estirpe mieloide (IL-6 KOwm) o en hepatocitos (IL-6 KOm)

abre la posibilidad de que existan fuentes extra-hepaticas de IL-6 no
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identificadas hasta ahora. La capacidad de producir IL-6 ha sido
descrita, entre otros, en el pulmon, el peritoneo, el musculo esquelético,
el tejido adiposo, los linfocitos T, las células endoteliales o los
fibroblastos en diversas condiciones (Li et al, 2001; Aldeguer et al,
2002; Schmidt-Arras D, Rose-dohn S, 2016). Para identificar posibles
fuentes extra-hepaticas de IL-6 evaluamos en diversos grupos de
ratones no operados y tras la realizacion de una HP: i. Los niveles de IL-
6 en la cavidad peritoneal (mediante un lavado peritoneal con suero
salino), y ii. La expresion de ARNm de IL-6 en diversos organos y

tejidos.

3.1.- NIVELES DE IL-6 EN LA CAVIDAD PERITONEAL

Diversos estudios sugieren que el peritoneo es una fuente
potencial de produccion de citocinas en cirugias abdominales abiertas
y, en menor grado, en cirugias laparoscopicas (Riese J et al, 2000;
Yahara N et al, 2002). Para evaluar si el peritoneo era una fuente
relevante de IL-6, realizamos lavados peritoneales con 0.5 mL de suero
salino en ratones C57BL6/J no operados (NO OP) y 2 horas tras la
realizacion de una HP, inmediatamente tras la obtencion de una
muestra de sangre retro-orbitaria.

En comparacion con los ratones NO OP, los ratones con HP
presentaron elevaciones de IL-6 tanto en el plasma (7.81 £ 0.01 pg/mL
vs. 431.2 £ 123.2 pg/mL, p< 0.01) como en el lavado peritoneal (34.4 £

18.8 pg/mL vs. 11980 £ 3955 pg/mL, p< 0.05) (Figura 86).
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Figura 86. Concentracion de IL-6 en plasma y en el lavado peritoneal de ratones
C57BL6/J no operados y tras una HP del 70%. Las muestras de plasma o lavado peritoneal
fueron recogidas de ratones no operados o a las 2 horas tras una HP, y la concentracién de IL-6
fue medida mediante ELISA. Las columnas representan la media + SEM (n>3/grupo). *p< 0.05,
**p< 0.01, test t de Student. Abreviaturas: IL-6: Interleucina-6; HP: Hepatectomia parcial;
ELISA: Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas; NO OP: No operados.

Para saber si la elevacion de IL-6 en el lavado peritoneal se
trataba de una reaccion inespecifica a la apertura de la cavidad
abdominal o si estaba influida por factores como la duracion de la
cirugia o el grado de reseccion de masa hepatica, realizamos varios sets
de experimentos en ratones CS57Bl6/J salvajes. En primer lugar,
realizamos laparatomias simples (SHAM) que se mantuvieron abiertas
durante distintos tiempos (4 min, 8 min o 16 min) con el fin de evaluar
si la duracion de la cirugia influia en la elevacion de IL-6. La
concentracion de IL-6 en los ratones SHAM fue mayor que la
encontrada en ratones no operados tanto en el plasma (p< 0.01 vs.
SHAM todos los tiempos) como en el lavado peritoneal (p< 0.01 vs.
SHAM 8 min, p< 0.001 vs. Sham 4 min y 16 min) (Figura 87). Sin
embargo, no hubo diferencias estadisticamente significativas en la

concentracion de IL-6 en plasma o en el lavado peritoneal entre las
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distintas duraciones de las cirugias SHAM, todas ellas menores de 16

minutos.

2500 k%%
2000 *%* *%k%
1500 }\i——-‘!
1000+ O Plasma
~~
— e R L T ST -@- Lavado peritoneal
‘.? g *%
- 1504
= O *%
o *k
~ 100
504

NO OP 4min 8min 16 min

SHAM
Figura 87. Concentracion de IL-6 en plasma y en el lavado peritoneal de ratones
C57BL6/J no operados o tras laparatomias simples de 4, 8 o 16 minutos de duracion. La
concentracién de IL-6 en plasma y lavado peritoneal fue medida mediante ELISA. Los puntos
representan la media + SEM (n>3/grupo). **p< 0.01 vs. NO OP, ***p<0.001 vs. NO OP, one-way
ANOVA con Newman-Keuls post-hoc. Abreviaturas: IL-6: Interleucina-6; ELISA: Ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas; NO OP: No operados; SHAM: Laparatomia control.

Para evaluar si la extension de la hepatectomia influia en la
elevacion de IL-6, comparamos la concentracion de IL-6 en plasma y en
lavado peritoneal de los ratones NO OP, y de ratones sometidos a una
laparatomia SHAM, a una HP del 30% y a una HP del 70%,
manteniendo en todas ellas la misma duracion de tiempo operatorio (16
min). La realizacion de una HP del 70% indujo una elevacion de IL-6
tanto en el plasma como en el lavado peritoneal en comparacion con los
ratones NO OP o con cirugia SHAM (p< 0.01, Figura 88). El grado de HP
parecio influir en la elevacion de la IL-6 en sangre (30% vs. 70%, p<

0.05), pero no en el lavado peritoneal.
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Figura 88. Concentracion de IL-6 en plasma y en el lavado peritoneal de ratones
C57BL6/J no operados o tras una laparatomia simple (SHAM), una HP del 30% o una HP
del 70%. La concentraciéon de IL-6 en plasma y lavado peritoneal fue medida mediante ELISA.
Las barras representan la media + SEM (n>3/grupo). El grado de HP (30% vs. 70%) influyé en la
elevacion de IL-6 en plasma (p<0,05), pero no en el lavado peritoneal. One-way ANOVA con
Newman-Keuls post-hoc. **p< 0.01, ***p< 0.001, one-way ANOVA con Newman-Keuls post-hoc.
Abreviaturas: IL-6: Interleucina-6; SHAM: Laparatomia control; HP: Hepactetomia parcial,
ELISA: Ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas; NO OP: No operados.

Por ultimo, realizamos un analisis de correlacion para evaluar si
las elevaciones de IL-6 en plasma y en el lavado peritoneal estaban
relacionadas entre si. En las muestras obtenidas en estos ratones, la
concentracion de IL-6 en el lavado peritoneal tuvo una fuerte
correlacion con la concentracion de IL-6 en plasma, pudiendo explicar
hasta un 90% de la magnitud de la misma (R2?= 0.915; p< 0.001, Figura

89).

315



Resultados

800+

600+

IL-6 en plasma
(pg/mL)
D
8

200+

0 5000 10000 15000 20000

IL-6 en lavado peritoneal
(pg/mL)

Figura 89. Correlacion entre la concentracion de IL-6 en plasma y en el lavado peritoneal
en ratones NO OP o tras laparatomia SHAM, HP del 30% o HP del 70%. (R2= 0.915; p<
0.001, test de regresion lineal).

El peritoneo posee una considerable cantidad de macréfagos
tisulares residentes que podrian liberar IL-6 a la cavidad peritoneal.
Para evaluar si los macrofagos peritoneales eran la fuente de la IL-6
liberada a la cavidad peritoneal tras una HP, comparamos la
concentracion de IL-6 en el lavado peritoneal de ratones con deficiencia
del gen de la IL-6 en células de estirpe mieloide (IL-6 KOwm) no operados
o sometidos a una HP del 70%, asi como en sus correspondientes
ratones controles IL-6 floxeados (CTRL FL). La concentracion de IL-6 en
el lavado peritoneal se elevo tanto en los ratones CTRL FL como en los
ratones IL-6 KOm a las 2 horas de la HP respecto a los respectivos

controles no operados (CTRL FL no op vs. CTRL FL 2h HP, p< 0.001; IL-
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6 KOm no op vs. IL-6 KOm 4h HP, p< 0.01), pero la magnitud de la

elevacion fue similar en ambos grupos (Figura 90).

20001
CTRLFL O
IL-6 KO,y @
15004 o
.|
§ 1000+ o o
o —ST—
o
R —
500' O .
0- ez,
NO OP 2h tras HP

Figura 90. Concentracion de IL-6 en el lavado peritoneal de ratones CTRL FL e IL-6 KOn
no operados o tras una HP del 70%. La concentraciéon de IL-6 en el lavado peritoneal fue
medida mediante ELISA. Cada simbolo representa el valor en ratones individuales y la linea
horizontal la mediana de cada grupo. Los ratones CTRL FL e IL-6 KOwm presentaron un aumento
de la concentracion de IL-6 en el lavado peritoneal a las 2 horas tras una HP, en comparacion
con los ratones no operados de los mismos grupos (CTRL FL 4h HP, p< 0.001; IL-6 KOwm no op
vs. IL-6 KOm 4h HP, p< 0.01, ANOVA con test de Tukey post-hoc). Abreviaturas: IL-6:
Interleucina-6; CTRL FL: Control floxeado; IL-6 KOm: Ratones con deficiencia selectiva del gen
de IL-6 en células de estirpe mieloide; HP: Hepatectomia parcial; ELISA: Ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas; NO OP: no operados.

3.2.- EXPRESION GENICA DE IL-6 EN DIVERSOS ORGANOS.

Para evaluar posibles fuentes extra-hepaticas de IL-6, en los
siguientes experimentos comparamos la expresion del ARNm de IL-6 en
distintos 6rganos en ratones C57Bl16/J no operados o a las 2 horas tras
una HP.

En comparacion con los 6rganos de los ratones no operados, la
realizacion de una HP resulté en una induccion significativa del ARNm

de la IL-6 a las 2 horas en el bazo (20-fold, p< 0.05), el pulmon (1.3-fold,
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p< 0.05), y el ileon (13.7-fold, p< 0.05), mientras que no se observaron

cambios en el rinén ni en el musculo (Figura 91).
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Figura 91. Expresion del ARNm de IL-6 en 6rganos de ratones C57Bl6/J no operados y a
las 2 horas tras una HP. Cada simbolo representa el valor en ratones individuales y la linea
horizontal la mediana de cada grupo. *p< 0.05, test U de Mann-Whitney. Abreviaturas: IL-6:
Interleucina-6; HP: Hepatectomia parcial; NO OP: no operados.

Dado que la IL-6 producida en el pulmon, el bazo o el intestino

probablemente es liberada a la circulacion sanguinea, es poco probable
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que dichas fuentes sean responsables de la alta concentracion de IL-6
encontrada en el lavado peritoneal. Por este motivo, realizamos un
nuevo set de experimentos destinados a evaluar la expresion génica de
IL-6 en el mesenterio, evaluando de nuevo ratones C57Bl6/J no
operados y a las 2 horas tras una HP. La realizacion de una HP resulto
en una drastica induccion (S5-fold, p< 0.05) de la expresion de ARNm
de IL-6 en el mesenterio en comparacion con la expresion encontrada

en ratones no operados (Figura 92).
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Figura 92. Expresion del ARNm de IL-6 en el mesenterio de ratones C57B16/J no operados
y a las 2 horas tras una HP. Cada simbolo representa el valor en ratones individuales y la linea
horizontal la mediana de cada grupo. El eje de ordenadas se expresa en escala de logaritmo
decimal. *p< 0.05, test U de Mann-Whitney. Abreviaturas: IL-6: Interleucina-6; HP:
Hepatectomia parcial; NO OP: no operados.
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La IL-6 es una citocina pleiotropica con funciones esenciales en la
fisiologia de multitud de sistemas, incluyendo el hematopoyético,
inmune, nervioso y hepatico (Kishimoto T, 2010). La IL-6 ejerce
propiedades tanto pro-inflamatorias (Karin et al, 2006; Streetz KL,
Tacke F, et al, 2003; Hammerich L, Tacke F, 2014) como anti-
inflamatorias (Becker et al, 2004; Grivennikov et al, 2009; Scheller J,
Chalaris A, Schmidt-Arras D, et al, 2011; Rose-John 2012), y también
activa genes implicados en diferenciacion, supervivencia, apoptosis y
proliferacion celular (Heinrich et al, 2003). Por esta multiplicidad de
acciones, no es extrano que el papel exacto de esta citocina en el
desarrollo de la regeneracion hepatica contintie sin desentranarse del
todo a pesar de los maultiples estudios que se han realizado. Existe
ademas cierta controversia sobre el efecto de esta citocina en el proceso
proliferativo. Asi, los primeros estudios establecieron un papel pro-
proliferativo esencial de la IL-6 sobre los hepatocitos durante la
regeneracion hepatica (Cressman et al, 1996; Zimmers TA, McKillop IH,
et al, 2003). Estudios posteriores demostraron que esta citocina tenia
también efectos pro-supervivencia y hepatoprotectores (Blindenbacher
et al, 2003; Wuestefeld et al, 2003) asi como efectos anti-proliferativos
(Vaquero et al, 2011; Queétier et al, 2013; Tachibana et al, 2014). A
pesar de estos resultados contradictorios, la mayoria de los
investigadores aceptan que la IL-6 juega un papel importante en la
regeneracion hepatica (Tumanov et al, 2009; Zorde-Khvalevsky et al,

2009; Teixeira-Clerc et al, 2010; Wang et al, 2011).
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En ratones sometidos a una HP, la proliferacion de las células de
los 16bulos hepaticos remanentes se produce de manera sincronizada
gracias a la rapida integracion por los hepatocitos de diversos estimulos
procedentes de los sistemas de inmunidad innata, de factores de
crecimiento y de regulacion metabolica (Fausto et al, 2006). Se ha
observado que el sistema de inmunidad innata, y en particular las
citocinas TNF-a e IL-6, juegan un papel importante en las primeras
horas tras una HP, sensibilizando a los hepatocitos para responder
posteriormente a factores de crecimiento (Webber et al, 1998). La red de
citocinas se inicia cuando TNFa se une a su receptor TNFR1 en células
de Kupffer y esta union desencadena la activacion de NFkB, la
produccion de IL-6 por parte de los macrofagos del higado y la
activacion de STAT-3 en hepatocitos (Libermann TA, Baltimore D, 1990;
Fausto et al 2006; Jia 2011). Asi, la produccion de citocinas tras una
HP se ha atribuido clasicamente a los macrofagos residentes hepaticos
(células de Kupffer) (Shiratori et al, 1996; Aldeguer et al, 2002). Sin
embargo, la fuente celular de la IL-6 tras una HP no ha sido estudiada
de una forma especifica y sistematica. Mas aun, algunos estudios
proporcionan evidencias indirectas de que otras fuentes celulares
podrian también contribuir y de que la deplecion de macréofagos podria
resultar en un aumento de la proliferacion de hepatocitos y no a una
atenuacion de la regeneracion hepatica (Loffreda et al, 1997; Boulton et
al, 1998). Una posible explicacion a las discrepancias encontradas
podria radicar en la existencia de distintas fuentes celulares de IL-6 que

determinasen distintos efectos de la misma. En este sentido, algunos
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estudios han sugerido que los hepatocitos son una fuente potencial de
IL-6 ante distintos estimulos como LPS (Liu et al, 2002; Maeda et al,
2006) o tras la realizacion de una HP (Norris et al, 2014). En el contexto
de la regeneracion hepatica, algunos investigadores han propuesto que
la regulacion del receptor de IL-6 en los hepatocitos podria ser
autocrina, en lugar de endocrina/paracrina como se creia previamente
(Klein et al, 2005; Norris et al, 2014). A pesar de las consideraciones
previas, la nocion generalizada en la comunidad cientifica continua
siendo que las células de Kupffer son las principales productoras de
IL-6 durante la regeneracion hepatica (Taub 2004; Michalopoulos 2007;
Bohm, et al 2010).

Tanto las células de Kupffer como los hepatocitos juegan un papel
importante en la regeneracion hepatica, y tienen ademas la capacidad
potencial de producir IL-6 tras una HP. Mediante la tecnologia Cre-LoxP
(Akagi et al, 1997), en el presente trabajo desarrollamos dos cepas de
ratones KO condicionales con deficiencia del gen de la IL-6 en células
células de estirpe mieloide (incluyendo las células de Kupffer) o en
hepatocitos para investigar el papel de la IL-6 producida por dichas
células sobre la regeneracion hepatica.

En el presente trabajo, realizamos estudios preliminares en los
que caracterizamos y optimizamos una técnica de HP modificada frente
a la técnica de HP tradicionalmente utilizada. Asi mismo, validamos y
caracterizamos los dos modelos de ratones KO condicionales de IL-6 en

células especificas (células de Kupffer y hepatocitos) para el estudio del
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efecto de la fuente celular de IL-6 en el desarrollo de la regeneracion
hepatica tras una HP.

En los siguientes experimentos, mostramos que los ratones KO
condicionales de IL-6 en células de estirpe mieloide y células de
Kupffer presentaron una atenuacion de la induccion del ARNm de IL-6
en el remanente hepatico tras una HP, pero no una reduccion de la
concentracion de IL-6 circulante tras la cirugia. Sorprendentemente, la
deficiencia de IL-6 en células de estirpe mieloide se asoci6 a una mayor
activacion de STAT-3 a tiempos tempranos tras una HP, pero sin
acompanarse de modificaciones en la induccion del gen SOCS-3
(dependiente de la activacion de STAT-3) ni en otras rutas de
senalizacion inducidas por IL-6, como la ruta de ERK o de AKT. La
mayor activacion de STAT-3 en los ratones con deficiencia de IL-6 en
células de estirpe mieloide se acompané de una sutil aceleracion del
inicio y la terminacion de la fase de sintesis de ADN en hepatocitos tras
una HP que no se tradujo en modificaciones de otros parametros
proliferativos (mitosis, PCNA, ciclina D1) ni en la recuperacion global de
la masa hepatica.

Los ratones KO condicionales de IL-6 en hepatocitos, a
diferencia de lo encontrado en ratones KO condicionales en células de
estirpe mieloide, no presentaron una atenuacion sino un aumento de la
expresion del ARNm de IL-6 en el remanente hepatico que tampoco se
tradujo en cambios de la concentracion de IL-6 circulante tras una HP.
La deficiencia de IL-6 en hepatocitos tan so6lo resulté en una mayor

activacion de STAT-3 en las primeras horas tras la HP, que no se
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acompanod de cambios relevantes ni en otros parametros de la via de
senalizacion de la IL-6 ni en parametros de proliferacion celular ni en la
recuperacion de la masa hepatica.

Siguiendo los OBJETIVOS planteados inicialmente, las seis

preguntas centrales respondidas por nuestro trabajo son las siguientes:

1.- ¢ES POSIBLE MEJORAR LA REPRODUCIBILIDAD DE
LA TECNICA DE HP EN RATONES PARA EL ESTUDIO

DE LA REGENERACION HEPATICA?

El modelo experimental “in vivo” mas empleado y caracterizado
para estudiar la regeneracion hepatica es la HP de 2/3, descrita por
primera vez en ratas (Higgins GM, Anderson RM 1931). En este modelo,
el 70% del higado es eliminado quirurgicamente y la masa hepatica es
restaurada en 14 dias. Esta técnica ha sido utilizada por la mayor parte
de la comunidad cientifica para el estudio del ciclo celular y de las rutas
de senalizacion implicadas en la regeneracion hepatica (Mitchell C,
Willenbring H, 2008; Martins et al, 2008) y ha sido adaptada a ratones
para mejorar la reproducibilidad y seguridad (Greene AK, Puder M,
2003; Mitchell C, Willenbring H, 2008).

La wutilizacion de un modelo experimental que sea lo mas
reproducible posible es wuna parte crucial de cualquier diseno
experimental, particularmente si se persigue evaluar los efectos de una
manipulacion especifica terapéutica o no terapéutica. Ademas de su
reproducibilidad y especificidad, la eleccion de un determinado modelo

animal debe tener en cuenta otras consideraciones como el impacto de
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distintos factores antes de la cirugia (género, edad y background
genético del animal o anestesia empleada) (Nevzorova et al, 2015).

La popularidad del modelo quirargico de HP, en comparacion con
otros modelos de dano hepatico producido por toxicos, radica en que la
eliminacion del tejido resecado no se asocia con necrosis extensa y,
frente a otros modelos animales, reune una serie de ventajas (inicio del
estimulo regenerativo perfectamente definido, proceso rapido y facil de
realizar y mortalidad reducida) (Michalopoulos 2007, 2010, 2011;
Nevzorova et al, 2015). Sin embargo, este modelo de HP ampliamente
utilizado presenta una serie de problemas que abren la posibilidad de
mejorar la técnica. Una de ellas es que la técnica tradicional implica la
reseccion de la vesicula biliar (Mitchell C, Willenbring H, 2008). Si
durante la reseccion de la masa hepatica se dana la vesicula biliar, la
via biliar extrahepatica o la vena cava suprahepatica puede conducir a
necrosis de los l6bulos remanentes y fallo de la regeneracion hepatica
(Nevzorova et al, 2015). Otro campo para mejorar estaria relacionado
con la posible variabilidad en la cantidad de tejido resecado. En
particular, la reseccion del 16bulo medio mediante la técnica tradicional
(Mitchell C, Willenbring H, 2008) puede tener una considerable
variabilidad intra- e inter-investigador. El sangrado de los vasos
sanguineos hepaticos y de la superficie del higado es otra posible
complicacion de esta técnica (Boyce S, Harrison D, 2008). Por ultimo,
esta técnica de HP tiene riesgos asociados a la colocacion de la sutura

en el lobulo medio. Uno de estos riesgos es que se produzca estenosis
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de la vena cava suprahepatica y congestion hepatica que puede
ocasionar desarrollo de necrosis hepatocelular (Martins et al, 2008).

Desde la descripcion del modelo de HP de Higgins y Anderson en
1931, son varias las modificaciones e intentos que se han realizado
para aumentar la reproducibilidad del modelo. En primer lugar, la
técnica de HP tradicional de Higgins y Anderson fue adaptada para ser
utilizada en ratones (Mitchell C, Willenbring H, 2008) y desde entonces,
se han probado varias alternativas para mejorar la reproducibilidad de
los resultados obtenidos. Una de estas alternativas consistio en resecar
el parénquima hepatico mediante el empleo de clips, en lugar de
suturas. Esta técnica result6 ser rapida y segura, pero llevaba asociada
las mismas complicaciones que la técnica tradicional (Martins et al,
2008; Hori et al, 2012). También se plantearon otras alternativas como
la ligadura de las ramas de la arteria hepatica y la vena porta antes de
realizar la reseccion del 1lobulo hepatico mientras que las venas
hepaticas eran ligadas dentro del lobulo durante la reseccion del
parénquima. Esta técnica se conoce como técnica microquirargica
orientada a vasos que presenta las ventajas de reducido riesgo de
sangrado y reducida opresion de la vena cava, pero es una técnica que
requiere habilidades quirargicas y mayor practica por parte del
investigador para reducir la mortalidad asociada al proceso quiruargico
(Martins et al, 2008).

Finalmente, el desarrollo de técnicas microquiriargicas ha
permitido la diseccion individual y ligadura de las ramas vasculares y

biliares de los l6bulos medio e izquierdo sin provocar dano a los l6bulos
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remanentes o complicaciones como la estenosis de la vena cava u
obstruccion del arbol biliar (Martins et al, 2008; Aller et al, 2009). Sin
embargo, el empleo de estas técnicas implica habilidades quirdargicas y
un mayor tiempo de practica para alcanzar resultados reproducibles.

De forma que actualmente, el protocolo de induccion de
regeneracion hepatica mas utilizado contintia siendo la reseccion del
parénquima hepatico con el empleo de dos ligaduras (Taub et al,
2004; Mitchell C, Willenbring H, 2008; Béohm et al, 2010). Sin embargo,
se han introducido modificaciones a este protocolo quirurgico para
mejorar la reproducibilidad de los resultados. Una de estas
modificaciones consiste en el empleo de tres ligaduras para resecar el
parénquima hepatico. Estudios como el de Boyce y Harrison en el ano
2008 o el de Nevzorova en el ano 2015, han mostrado que el uso de tres
ligaduras para realizar una HP constituye un protocolo quirurgico
rapido, facil de llevar a cabo, altamente reproducible y no asociado a
mortalidad (Dierssen et al, 2008; Nevzorova et al, 2009). Sin embargo,
no se han realizado comparaciones directas entre ambas técnicas y
tampoco se ha estudiado el impacto sobre la variabilidad en la cantidad
de tejido resecado, sobre la regeneracion hepatica, o sobre las
complicaciones

Con el objeto de elegir el protocolo mas reproducible para estudiar
posteriormente los posibles efectos de la fuente celular de IL-6 en la
regeneracion hepatica, realizamos una comparacion en paralelo entre la
técnica tradicional descrita por Mitchell y Willenbring en 2008

(reseccion del parénquima hepatico con dos ligaduras, HP-trad) y una
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técnica modificada en la que se utilizan tres ligaduras (HP-modif). Los
resultados de nuestro trabajo sugieren que las modificaciones incluidas
en la técnica quirargica de HP del 70% reducen la variabilidad en la
cantidad de tejido resecado y se asocian a una tendencia a un mayor y
mas definido desarrollo de la regeneracion hepatica, sin asociarse con
un mayor numero de complicaciones:

> Reproducibilidad en la cantidad de tejido resecado v remanente

La técnica de HP-modif supuso una mayor reseccion de la masa
hepatica, que represento de forma mas exacta a una HP del 70%. Una
de las limitaciones del protocolo de HP-trad era que la colocacion de la
sutura en el lobulo medio dependia del investigador, carecia de un
referente anatomico preciso, y podia conducir a variabilidad en la
cantidad de tejido resecado en cada HP (Mitchell C, Willenbring H,
2008). En nuestro estudio, encontramos que la técnica de HP-modif
(colocacion de dos suturas en el 16bulo medio, en lugar de una sutura),
mejoraba de forma consistente la reproducibilidad en la cantidad de
tejido resecado con respecto a la técnica de HP-trad.

Ademas, en la técnica de HP-trad existe variabilidad en la
cantidad de tejido viable/necroético que queda en el remanente de los
lébulos resecados tras la cirugia, debido a la distinta cantidad de tejido
que se reseca. En consonancia con los datos anteriores, encontramos
que los ratones que siguieron el protocolo de HP-modif tuvieron una
menor cantidad de tejido viable en el remanente de los lobulos que
debian ser resecados que los ratones sometidos a una HP-trad. De esta

manera, estos datos indican que la modificacion incluida en la técnica
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de HP-trad supone una mejora en la reproducibilidad en la cantidad de
tejido remanente con respecto a la técnica de HP-trad.

> Dinamica de la regeneracion hepatica

Estudios previos en los que se describian nuevos protocolos de
HP no han realizado comparaciones de la dinamica de la regeneracion
hepatica con la encontrada en ratones operados con la técnica
tradicional o con otras técnicas alternativas (Hori et al, 2011, 2012;
Nevzorova et al, 2015). Por lo tanto, es dificil concluir si las
modificaciones introducidas en esos protocolos quirurgicos suponen un
efecto sobre el desarrollo de la regeneracion hepatica. En nuestro
estudio, evaluamos distintos parametros para cuantificar este proceso
en las dos técnicas empleadas, tal como esta recomendado (Assy N,
Minuk GY, 1997; Jia 2011).

La técnica de HP-modif result6o en una mayor elevacion de IL-6
circulante que el protocolo de HP-trad, lo que se acompandé de una
tendencia a una proliferacion de los hepatocitos mayor y mas acelerada,
aunque no reflejada en la recuperacion de masa hepatica (indice
hepatico). Es posible que la ausencia de diferencias estadisticamente
significativas en estos parametros pueda ser debida al uso de un
tamano muestral pequeno y que sea necesario incrementar el tamano
muestral para confirmar si la técnica de HP-modif supone un mayor
estimulo para la regeneracion hepatica que la HP-trad (Assy N, Minuk

GY, 1997; Jia 2011).
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> Frecuencia de complicaciones

Las complicaciones mas comunes asociadas al desarrollo de estos
protocolos quirurgicos son el desarrollo de necrosis hepatocelular y la
mortalidad (Panis et al, 1997; Rudich et al, 2009; Hori et al,
2011,2012). La mortalidad suele estar asociada a complicaciones
durante el desarrollo de la técnica quirargica mientras que el desarrollo
de necrosis en hepatocitos se suele achacar a la produccion de
estenosis de la vena cava suprahepatica. Esta estenosis
presumiblemente se produce por la colocacion de la sutura cercana a
este vaso en el 16bulo medio al realizar la técnica de HP-trad (Martins et
al, 2008). En este sentido, el empleo de técnicas microquirurgicas ha
supuesto un avance a la hora de reducir el desarrollo de necrosis
hepatocelular, pero necesita de una importante curva de aprendizaje
(Martins et al, 2008; Aller et al, 2009). En nuestro estudio, ambas
técnicas estudiadas presentaron una frecuencia baja y similar de
complicaciones asociadas (mortalidad intra-operatoria, necrosis
hepatocelular).

La ventaja del modelo de HP-trad frente a otros modelos usados
para inducir una regeneracion hepatica es la ausencia de dano en el
tejido hepatico remanente. Ademas de evaluar histologicamente la
aparicion de necrosis hepatocelular, en nuestro estudio evaluamos si
existian diferencias entre ambos protocolos quirurgicos en parametros
bioquimicos de dano hepatico, ya que la diferencia en la cantidad de
tejido resecado y remanente podria tener un efecto en estos parametros.

En concordancia con esta hipoétesis, encontramos que la técnica de HP-
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modif presentaba menores elevaciones de enzimas hepaticas en plasma
(ALT y AST) tras la cirugia, aunque los niveles de otra enzima hepatica
como la FAL fueron similares al protocolo de HP-trad. Estos datos
podrian reflejar que, comparada con la HP-trad, la técnica de HP-modif
disminuye el dano en el higado remanente o, alternativamente, podria
estar relacionado con la mayor extension de la reseccion de masa
hepatica lograda con la misma.

En resumen, los resultados de nuestro trabajo indican que el
protocolo de HP-modif es un método rapido y reproducible para inducir
regeneracion hepatica, y supone probablemente un mayor estimulo del
proceso proliferativo sin aumentar las complicaciones asociadas a esta
técnica. Por lo tanto, el protocolo de HP-modif resultaria mas atractivo
para estudiar los distintos inductores del proceso regenerativo, cuyo
descubrimiento seria de gran utilidad para mejorar el tratamiento de

distintas enfermedades hepaticas.

2.- ¢LOS RATONES CON DEFICIENCIA SELECTIVA DE IL-
6 EN CELULAS DE ORIGEN MIELOIDE (CELULAS DE
KUPFFER) O EN HEPATOCITOS CONSTITUYEN UNA
HERRAMIENTA VALIDA PARA EL ESTUDIO DE LA

FUENTE CELULAR DE IL-6?

Avances en Genética Molecular y Embriologia han permitido
eliminar de forma condicional y especifica determinados genes en tipos
celulares especificos mediante el empleo del sistema Cre/LoxP (Gordon

et al 1980; Capecchi 1989; Copp et al 1995; Akagi et al, 1997). En este
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estudio, generamos por primera vez ratones KO condicionales de IL-6
en células de estirpe mieloide y en hepatocitos mediante el uso de
ratones IL-6 floxeados (cedidos por el Dr. Juan Hidalgo) y de ratones
con expresion de la Cre recombinasa dirigida por promotores especificos
(Akagi et al, 1997).

Con el objeto de determinar si estos ratones KO condicionales con
deficiencia selectiva de IL-6 en células de estirpe mieloide (IL-6 KOwm) o
en hepatocitos (IL-6 KOmu) constituian una herramienta valida para
estudiar los efectos de la fuente celular de la IL-6 en la regeneracion
hepatica, realizamos diversos estudios de validacion comparando dichos
ratones frente a sus correspondientes ratones controles IL-6 floxeados
(CTRL FL). Los resultados de nuestro trabajo indicaron que las dos
cepas de ratones KO condicionales de IL-6 generadas constituian una
herramienta valida para estudiar la fuente celular de IL-6 en la
regeneracion hepatica, ya que en ambas existio una reduccion de la
produccion de IL-6 y actividad de la Cre recombinasa en las células
diana.

> Produccion de IL-6

En estudios previos se habia mostrado que el aislamiento de
macrofagos de la cavidad peritoneal con tioglicolato y posterior cultivo
ante estimulos como LPS, incrementaba la produccion de citocinas
como IL-6. En estos estudios se indicaba que los resultados obtenidos
con estos macrofagos peritoneales se podian generalmente trasladar a
los macrofagos presentes en distintos tejidos como es el caso de las

células de Kupffer en el higado (Zhang et al, 2008; Soudi et al, 2013;
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Ling et al, 2014). Uno de los primeros experimentos que se suelen
evaluar en estudios con ratones KO condicionales creados mediante el
sistema Cre/LoxP, consiste en determinar si la produccion de la
proteina delecionada se encuentra realmente atenuada en estos ratones
(Xu et al, 2015). En nuestro estudio, encontramos que la produccion de
IL-6 estimulada por LPS estaba practicamente abolida en macrofagos
peritoneales aislados de ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en
células de estirpe mieloide (IL-6 KOwm) en comparacion con
macrofagos aislados de ratones CTRL FL. Por lo tanto, estos resultados
validaron el uso de este sistema experimental en nuestro trabajo.

En estudios previos se habia mostrado que la produccion de IL-6
y de otras citocinas en cultivo primario de macrofagos peritoneales,
aumentaba con el tiempo de exposicion a LPS (Soudi et al, 2013; Ling et
al, 2014). En nuestro estudio encontramos que la produccién de IL-6 en
el grupo pre-aislamiento (poblacion celular mixta presente en el lavado
peritoneal) y en macrofagos peritoneales (grupo post-aislamiento)
aumentaba con el tiempo de exposicion a LPS y estaba casi abolida en
las células procedentes de ratones IL-6 KOm en todos los tiempos
estudiados, pero sobre todo a las 24 horas, en comparacion con las de
los ratones CTRL FL. Estos resultados confirmaron de nuevo la eficacia
de la delecion especifica del gen, y sugieren ademas que el tiempo de
exposicion a la endotoxina es un factor importante para encontrar
diferencias entre ambas cepas, debiéndose tener en cuenta a la hora de

disenar experimentos in vitro en este modelo experimental.

336



Discusion

Aunque es bien conocido que la IL-6 puede ser sintetizada por
distintos tipos celulares (Schmidt-Arras D, Rose-dohn S, 2016), la
mayor parte de la comunidad cientifica acepta que las células de Kuffer
son las principales productoras de IL-6 tras estimular con LPS (Bode et
al, 2012; Schmidt-Arras D, Rose-dohn S, 2016). En nuestro estudio, las
observaciones realizadas con la exposicion a LPS en las poblaciones
celulares mixta (pre-aislamiento) y de macrofagos (post-aislamiento)
obtenidas mediante lavado peritoneal de los ratones KO condicionales
de IL-6 en células de origen mieloide y en sus correspondientes
controles, sugieren que las células de estirpe mieloide son responsables
del 90% de la produccion total de la proteina IL-6 ante estimulos como
LPS, mientras que otros tipos celulares serian responsables de la
produccion del 10% restante de IL-6. Estos resultados, por tanto, son
una evidencia mas de que la delecion del gen de IL-6 en células de
estirpe mieloide mediante el sistema Cre/LoxP utilizado en este trabajo
fue efectiva.

Estudios previos con ratones IL-6 KO (IL-6-/-) expuestos a LPS
observaron un mayor infiltrado de neutrofilos en el sitio de la infeccion,
en lugar de monocitos y macrofagos que son los encargados de
orquestar una respuesta pro-inflamatoria (Xing et al, 1998). La
produccion de IL-6 por parte de monocitos y macrofagos estimulados
con LPS, conlleva a que esta citocina se desplace a través del torrente
sanguineo al higado para inducir la respuesta de fase de aguda en los
hepatocitos (Gauldie et al, 1987; Heinrich et al, 1990; Bode et al, 2012;

Tanaka et al, 2014; Schmidt-Arras D, Rose-John S, 2016). Aunque es
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bastante aceptado que el LPS estimula la produccion de citocinas en
células de estirpe mieloide, también existen evidencias de que otras
células como los hepatocitos pueden ser capaces de producir citocinas
tras la exposicion al LPS u otros estimulos (Liu et al, 2002; Norris et al,
2014). Entre estas citocinas, estudios recientes sugieren que los
hepatocitos podrian ser una fuente potencial de IL-6 (Lee et al, 2009;
Xiang et al, 2011).

Nuestro estudio es el primero en proporcionar datos sobre la
produccion de IL-6 secundaria a la estimulacion in vivo con LPS en
ratones KO condicionales de IL-6 en células de estirpe mieloide o en
hepatocitos. Asi, encontramos que la deficiencia selectiva de IL-6 en
células de origen mieloide atenuaba hasta en un 75% el aumento de
la concentracion de IL-6 circulante tras estimular con LPS in vivo. Estos
resultados concuerdan con los resultados de los experimentos in vitro y
con la nocion establecida de que las células de origen mieloide son las
principales responsables de la produccion de IL-6 ante estimulos como
el LPS (Bode et al, 2012; Schmidt-Arras D, Rose-dohn S, 2016), asi
como validan también el sistema Cre/LoxP utilizado en un paradigma
experimental in vivo.

En el caso de ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en
hepatocitos estimulados con LPS in vivo, encontramos que la falta de
[L-6 en hepatocitos no atenud, sino que tendi6 a aumentar la
concentracion de IL-6 circulante en comparacion con los
correspondientes ratones controles IL-6 floxeados sin delecion del gen.

Estos resultados no concuerdan con un trabajo previo (Norris et al,
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2014), donde tras estimular in vivo con LPS encontraron un aumento de
la expresion del ARNm de IL-6 en células de Kupffer vy,
fundamentalmente, en hepatocitos. Nuestros resultados son, sin
embargo, concluyentes en tanto que la delecion del gen de IL-6
mediante el sistema Cre/LoxP en nuestro estudio fue efectiva.
Suponiendo que los hepatocitos fuesen realmente la principal fuente
celular de IL-6 tras la estimulacion con LPS, una posible explicacion
para nuestros hallazgos seria la activacion de vias compensadoras en
los ratones generados con deficiencia de IL-6 en hepatocitos.

Por ultimo, es importante destacar que en ninguno de los
experimentos utilizados para validar el modelo experimental (estudios in
vitro e in vivo) se observo una abolicion total de la expresion de IL-6 en
ratones IL-6 KOwm, sugiriendo que existen células de estirpe no mieloide
que son capaces de producir IL-6, como se ha propuesto en otros
estudios (Brun et al, 2005; Martin-Armas et al, 2006; Wu et al, 2009;
Chen et al, 2011; Jaeschke et al, 2012; Godoy et al, 2013; Norris et al,
2014). Por este motivo, la evaluacion de la expresion de IL-6 en el tejido
hepatico para determinar qué células podrian estar contribuyendo al
incremento de IL-6 circulante tras una HP probablemente permitiria
entender mejor esta cuestion.

» Efectividad v selectividad celular de la delecién génica mediada por

la Cre recombinasa

La efectividad y selectividad celular de la delecion génica mediada
por la Cre recombinasa fue adicionalmente evaluada en nuestro estudio

con el uso de ratones reporteros (fluorescentes). Este sistema permite
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definir de forma espacial y temporal la extension de la recombinacion
mediada por la enzima Cre recombinasa (Muzumdar et al, 2007). Asi, la
recombinacion llevada a cabo por la Cre recombinasa bajo el control de
los promotores utilizados en este estudio (promotor de lisozima para
células de estirpe mieloide, y promotor de albumina para hepatocitos)
fue efectiva en las células diana y tuvo una alta penetrancia, a juzgar
por la adecuada expresion de las proteinas EGFP y Tomato-dye en los
tipos celulares diana evaluada mediante microscopia de fluorescencia.
Estos resultados contribuyen a la validacion de los modelos y
concuerdan con lo descrito previamente en la literatura en cuanto al
modelo experimental de recombinacion realizado con el sistema
Cre/LoxP (Gordon et al 1980; Capecchi 1989; Copp et al 1995; Akagi et

al, 1997; Xu et al, 2015).

3.- ¢LOS RATONES KO CONDICIONALES DE IL-6 EN
CELULAS DE KUPFFER O EN HEPATOCITOS,

PRESENTAN UN FENOTIPO NORMAL A NIVEL BASAL?

En nuestro estudio, hemos generado por primera vez ratones KO
condicionales de IL-6 en células de estirpe mieloide y en hepatocitos
mediante el empleo del sistema Cre/LoxP. Con el objeto de determinar
si estos ratones KO condicionales en células especificas presentaban
anormalidades en sus caracteristicas basales, realizamos una
comparacion entre ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en células
de estirpe mieloide o en hepatocitos (IL-6 KOm e IL-6 KOw,

respectivamente) y en sus correspondientes ratones controles IL-6
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floxeados (CTRL FL). Los resultados de nuestro trabajo indicaron que
estas dos cepas de ratones presentaban caracteristicas fisiologicas
normales sin desarrollo de anormalidades, siendo similares a las de los
ratones CTRL FL a nivel basal.

En un estudio previo donde habian generado ratones KO
condicionales de IL-6 en astrocitos, se habia observado que tampoco
existia un fenotipo evidente en dichos ratones. En dicho estudio,
encontraron que la mortalidad era aproximadamente del 1% en ratones
KO condicionales de IL-6 en astrocitos desde el nacimiento hasta que
eran separados de sus padres; desde ese momento hasta que los
ratones alcanzaban mas de cuatro meses de edad, fueron encontradas
pocas muertes en la cepa de ratones KO condicionales de IL-6 en
astrocitos, y la mayoria de las muertes eran causadas por peleas entre
machos (Quintana et al, 2013). En nuestro estudio, en consonancia con
estos datos, no existieron cambios en cuanto a la mortalidad entre los
ratones IL-6 KOum 6 IL-6 KOn y ratones CTRL FL.

Aunque no existié6 un fenotipo en ratones KO condicionales de
IL-6 en astrocitos, los ratones machos de esta cepa presentaron un
incremento progresivo del peso corporal comparado con ratones CTRL
FL que fue estadisticamente significativo desde la semana 8 en adelante
(Quintana et al, 2013). Por ello, en nuestro estudio evaluamos si
existian diferencias en el peso corporal a nivel basal relacionadas con el
genotipo de cada raton. Al contrario que en el estudio de Quintana et al,

nosotros encontramos que la ganancia de peso corporal con la edad fue
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similar en ratones IL-6 KOm e IL-6 KOx en comparaciéon con sus
correspondientes ratones controles CTRL FL.

Tras una HP, es bien conocido que el peso de los lébulos
remanentes aumenta hasta alcanzar la relacion original con el peso
corporal total (indice hepatico). Asi, este parametro es utilizado
comunmente para cuantificar la regeneracion hepatica (Assy N, Minuk
GY, 1997; Jia 2011). En un estudio previo, se habia encontrado que los
ratones con deficiencia total de IL-6 presentaban finas alteraciones en
la regulacion del indice hepatico en comparacion con ratones salvajes
(Sakamato et al, 1999). Por ello, en nuestro estudio, evaluamos si este
parametro era diferente a nivel basal entre las cepas de ratones IL-6
KOm 6 IL-6 KOu y sus correspondientes controles CTRL FL. A
diferencia de lo encontrado en los ratones IL-6 KO sistémicos, este
parametro fue similar a nivel basal en todos los genotipos estudiados.

En nuestro estudio, también confirmamos la ausencia de
anormalidades a nivel basal en parametros sanguineos generales
hematologicos y bioquimicos en los ratones IL-6 KOm € IL-6 KOx con
respecto a sus correspondientes controles CTRL FL. En resumen, los
resultados de nuestro trabajo indican que los ratones generados por
primera vez con una deficiencia selectiva de IL-6 en células de
estirpe mieloide o en hepatocitos mediante el sistema Cre/LoxP
presentan caracteristicas fisiologicas y parametros sanguineos

hematologicos y bioquimicos normales.
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4.- ;CUAL ES LA FUENTE DE IL-6 TRAS UNA HP?

En los ultimos afnos ha existido una gran controversia en cuanto
al papel de la IL-6 en la regeneracion hepatica (Taub 2004; Fausto et al
2006; Bohm et al, 2010). Una posible explicacion a las discrepancias
encontradas en cuanto al papel de IL-6 en la regeneracion hepatica
podria ser que la fuente celular de IL-6 en el proceso regenerativo fuera
relevante, de forma que la IL-6 de distintas células podria producir
distintos efectos durante la regeneracion hepatica. Esta posibilidad se
ha obviado sistematicamente dado que la mayor parte de la comunidad
cientifica acepta que las células de Kupffer son la principal fuente de
IL-6 tras una HP (Aldeguer et al, 2002; Taub 2004; Michalopoulos 2007;
Bohm, et al 2010). Sin embargo, existen evidencias de que otros tipos
celulares, como los hepatocitos, son capaces de producir IL-6 durante la
regeneracion hepatica (Klein et al, 2005; Norris et al, 2014).

Con el objeto de determinar el origen de IL-6 tras una HP,
realizamos una comparacion de la produccion de IL-6 entre ratones con
deficiencia selectiva de IL-6 en células de Kupffer y en hepatocitos (IL-6
KOMm e IL-6 KOm, respectivamente) y sus correspondientes ratones
controles (CTRL FL) tras una HP. Los resultados de nuestro trabajo
indican que las células de Kupffer no son las Ginicas responsables de la
produccion de IL-6 circulante en ratones sometidos a una HP.

En estudios previos con ratones KO condicionales de una
proteina sometidos a una HP, para investigar el papel de una
determinada proteina en la regeneracion hepatica se evaluaba la
expresion del ARNm de esa proteina a nivel local (higado) y la
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produccion de esa proteina en suero (Wen et al, 2015; Xu et al, 2015).
En nuestro estudio, encontramos una induccion atenuada de la
expresion del ARNm de IL-6 en el higado en ratones con deficiencia
selectiva de IL-6 en células de estirpe sometidos a una HP. Estos
resultados apoyaban la idea de que las células de Kupffer eran las
principales responsables de la produccion de IL-6 localmente en el
higado remanente (Bohm et al, 2010). Nuestros datos sugieren también
que la IL-6 puede ser producida a nivel basal en el higado y que las
células responsables de esta produccion basal de IL-6 serian las células
de Kupffer.

Uno de los principales hallazgos de nuestro estudio fue que la
deficiencia de IL-6 en células de estirpe mieloide no afectaba a la
concentracion de IL-6 circulante tras una HP, a pesar de la

reduccion en la expresion del ARNm de IL-6 encontrada en ratones IL-6

KOMm. Estos resultados sugieren que otras células ademas de los

macrofagos hepaticos v extra-hepaticos son capaces de producir IL-6

tras una HP, como otros estudios habian sugerido previamente (B6hm

et al, 2010; Norris et al, 2014).

En este sentido, estudios previos habian mostrado que los
hepatocitos eran capaces de sintetizar IL-6 tras una HP (Coudriet et al,
2010; Norris et al, 2014). Sin embargo, en nuestro estudio encontramos
que la deficiencia de IL-6 en hepatocitos no atenuaba la expresion
del ARNm de IL-6 en el higado, sino que tendia a aumentar en
comparacion con ratones CTRL FL. En el estudio de Norris et al, se

proponia que el higado era expuesto tras una HP a endotoxinas
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intestinales capaces de promover la produccion de IL-6 por parte de las
células de Kupffer y de los hepatocitos (Norris et al, 2014). Dado que
estudios previos habian demostrado que HGF puede suprimir la
produccion de IL-6 en macrofagos (Coudriet et al, 2010) y promover la
produccion de IL-6 en hepatocitos (Stolz et al, 1999), la combinacion de
ambos datos abre la posibilidad de que el aumento de HGF tras una HP
resulte en la supresion de la produccion de IL-6 en macrofagos junto
con la induccion simultanea de la produccion de IL-6 en hepatocitos
(Norris et al, 2014). Un posible escenario, por tanto, es que el aumento
de IL-6 sea debido principalmente a células de Kupffer a las pocas
horas tras la HP (2 horas) y que, tras el aumento de los niveles de HGF
en plasma (1-3 horas) (Pediaditakis et al, 2001), la produccion de IL-6
por células de Kupffer fuese abolida y aumentase la produccion de IL-6
por parte de los hepatocitos. Dado que en nuestro estudio no evaluamos
la expresion de ARNm de IL-6 en el higado en tiempos mas tardios a las
2 horas, no podemos proporcionar informacion al respecto. Sin
embargo, la persistencia de niveles circulantes de IL-6 a las 6 horas tras
la HP similares en los ratones KO condicionales y en sus respectivos
controles hace poco probable tal posibilidad.

Interesantemente, la deficiencia selectiva de IL-6 en
hepatocitos tampoco afecto a los niveles de IL-6 circulante, que fueron
similares a los ratones CTRL FL. Estos resultados sugieren que otros

tipos celulares son capaces de producir IL-6 tras una HP, ademas de los

hepatocitos. En este sentido, es bien conocido que la IL-6 puede ser

sintetizada por distintos tipos celulares y en el contexto de la
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regeneracion hepatica, otras células presentes en el higado como son
las células endoteliales y las células epiteliales biliares, se ha mostrado
que podrian constituir otra fuente de IL-6 durante la regeneracion
hepatica (Loffreda et al, 1997).

En resumen, este trabajo desafia el concepto pre-establecido de
que las células de Kupffer constituyen la principal fuente de IL-6 tras
una HP, indicando que otros tipos celulares podrian producir esta

citocina durante el proceso regenerativo.

5.- ¢TIENE LA FUENTE CELULAR DE IL-6 UN IMPACTO
SOBRE LAS VIAS DE SENALIZACION DE ESTA
CITOCINA O SOBRE LA REGENERACION HEPATICA

TRAS UNA HP?

En estudios previos se habia mostrado que en Biologia es de gran
importancia la localizacion y la compartimentacion de enzimas y
mediadores para determinar su funcion (Shaul 2002). Por este motivo,
nos planteamos que la IL-6 procedente de distintas fuentes celulares
(células de Kupffer vs. hepatocitos) tras una HP, podria tener un efecto
diferente sobre la senalizacion de IL-6 y en el desarrollo de la
regeneracion hepatica tras una HP.

Con el objeto de determinar el efecto de la deficiencia selectiva de
IL-6 en células de Kupffer o en hepatocitos en cuanto a la senalizacion
de IL-6 y al desarrollo de la regeneracion hepatica tras una HP,
realizamos una comparacion de diversos parametros de las vias de

senalizacion de la IL-6 en el higado remanente tras una HP asi como de
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parametros de proliferacion celular entre ratones con deficiencia
selectiva de IL-6 en células de Kupffer o en hepatocitos (IL-6 KOm o IL-6
KOHu, respectivamente) y sus correspondientes ratones controles IL-6
floxeados (CTRL FL). Los resultados de nuestro trabajo indicaron que la
deficiencia selectiva de IL-6 en los ratones IL-6 KOm e IL-6 KOn
sometidos a una HP soélo resulté en un aumento de la expresion de
pSTAT-3 a determinados tiempos tempranos, que en el caso de los
ratones IL-6 KOum se acompané de una aceleracion parcial del inicio y el
fin de la proliferacion de los hepatocitos.

> Vias de senalizacion de IL-6

En el higado, la principal ruta de senalizacion de IL-6 tas una HP
es la ruta IL-6/JAK/STAT-3 que promueve la expresion de genes
implicados en la regeneracion hepatica, la respuesta de fase aguda y
hepatoproteccion (Taub 2004; Fausto et al 2006; Jia 2011). STAT-3 es
un factor de transcripcion que se encuentra basalmente inactivo en el
citoplasma hasta que es activado (pSTAT-3) (Reich NC, Liu L, 2006) por
ligandos como IL-6 (Rawlings et al, 2004; Brantley EC, Benveniste EN,
2008; Abroun et al, 2015). En ratones IL-6 KO sistémicos, se demostro
que STAT-3 era inducido por IL-6 a tiempos tempranos tras una HP,
sugiriendo que IL-6 podia ser un inductor del proceso regenerativo a
través de STAT-3 (Cressman et al, 1996).

En nuestro estudio, encontramos que la eliminacion selectiva
de IL-6 en células de Kupffer se tradujo en un aumento de la
activacion de STAT-3 en higado a los 30 minutos tras una HP. Estudios

previos habian observado una atenuada expresion de pSTAT-3 en
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ratones IL-6 KO sistémicos sometidos a una HP (Cressman et al, 1996)
y una expresion aumentada de pSTAT-3 tras la administracion de altos
niveles de IL-6 en ratones inmunodeficientes (Zimmers et al, 2003). Sin
embargo, estos resultados no concuerdan con otros estudios con
ratones con deficiencia selectiva de gpl30 (receptor de IL-6) en
hepatocitos inducida por IFN-a, donde altos niveles de IL-6 se
relacionaban con una expresion atenuada de STAT-3 (Wuestefeld et al,
2003). Estos resultados contradictorios con respecto a la
activacion/fosforilacion de STAT-3 en la regeneracion hepatica podrian
ser debidos al uso de ratones con diferentes background genéticos, a
distintos procedimientos quirurgicos o a los diferentes procedimientos
anestésicos empleados (Béhm et al, 2010; Wang et al, 2011).

Ademas, encontramos que los ratones no operados con
deficiencia selectiva de IL-6 en células de estirpe mieloide
presentaban un aumento basal de la expresion de pSTAT-3. Junto a la
atenuada expresion del ARNm de IL-6 en los ratones IL-6 KOm no
operados, estos resultados sugieren que IL-6 procedente de fuentes
celulares distintas a las células de Kupffer contribuyen a la activacion
de STAT-3 tras una HP.

En el caso de ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en
hepatocitos, en nuestro estudio encontramos que aumentaba la
expresion de pSTAT-3 a las dos horas tras una HP en comparacion con
ratones CTRL FL. En estudios en los que se elimino conjuntamente de
forma condicional STAT-3 en hepatocitos y en células mieloides, se

encontro una reduccion drastica de la supervivencia comparado con
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animales salvajes o con ratones KO condicionales de STAT-3 solo para
hepatocitos o solo para células mieloides. Estos resultados sugeririan
que la interaccion de STAT-3 entre hepatocitos y células mieloides juega
un papel importante en asegurar el desarrollo de una regeneracion
hepatica normal mediante un balance entre la respuesta inflamatoria
innata del higado y sistémica (Wang et al, 2010; Wang et al, 2011). Para
poder elucidar correctamente el efecto de la deficiencia selectiva de IL-6
en células de Kupffer y en hepatocitos, serian necesarios estudios
donde se eliminara conjuntamente de forma condicional IL-6 en células
mieloides y en hepatocitos y posteriormente, se evaluara la sintesis de
pSTAT-3 tras una HP.

En ratones sometidos a una HP, se habia encontrado que IL-6
también contribuia a la activacion de otra ruta de senalizacion que
implicaba la inducciéon de la proteina quinasa ERK 1/2 (Dierssen et al,
2008; Eulenfeld et al, 2012). Esta ruta de senalizacion de las MAPK era
conocida por estar implicada en procesos celulares que mantenian la
supervivencia celular y que promovian la proliferacion celular (Ogata et
al, 1997; Schiemann et al, 1997; Heinrich et al, 2003; Rawlings et al,
2004; Fremin et al, 2009). Ademas, la senalizacion de IL-6 también
inducia la ruta de PI3K/AKT (Takahashi-Tezuka et al, 1998; Heinrich et
al, 2003). Esta ruta estaba implicada en funciones de proteccion frente
apoptosis y en aumentar la proliferacion de células de mieloma multiple
(Jee et al, 2002; Hsu et al, 2002; Heinrich et al, 2003).

En nuestro estudio, encontramos que la deficiencia selectiva de

IL-6 en células de Kupffer o en hepatocitos no afectaba a la sintesis
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de pERK ni pAKT a los distintos tiempos estudiados tras una HP. En
estudios previos con ratones KO condicionales de SOCS-3 en
hepatocitos, se habia observado que la ausencia de SOCS-3 aumentaba
la proliferacion de los hepatocitos en asociacion con una incrementada
activacion de ERK 1/2 (Talarmin et al, 1999; Riehle et al, 2008). En
nuestro estudio, no observamos una activacion de ERK1/2 en el higado
en los tiempos evaluados tras la cirugia. Posiblemente, la falta de
grandes diferencias en todos los parametros de las vias de senalizacion
de la IL-6 en el higado sea debida a que la concentracion de IL-6
circulante fue similar entre ratones IL-6 KOm 0 IL-6 KOx y sus
correspondientes controles CTRL FL.

IL-6 juega ademas un papel importante en regular su propia ruta
de senalizacion, e induce a través de STAT-3 la expresion del inhibidor
SOCS-3 (Libermann TA, Baltimore D, 1990; Taub 2004; Fausto et al
2006; Jia 2011). En nuestro estudio, encontramos que la expresion de
SOCS-3 fue similar en ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en
células de Kupffer o en hepatocitos y en sus respectivos controles IL-6
floxeados. Estos resultados estan en concordancia con lo descrito
previamente en la literatura, esto es, que la inducciéon de SOCS-3 tras
una HP depende de la senalizacion de IL-6 (Bohm et al, 2010). En
escenarios distintos de la HP, existen un gran numero de estimulos,
aparte de la familia de proteinas de la IL-6, capaces de inducir la
expresion de SOCS-3 en funcion del tipo celular (Adams et al, 1998;
Bode et al, 1999; Stoiber et al, 1999; Jegalian AG, Wu H, 2002; Canfield

et al, 2005; Yadav et al, 2005; Sands et al, 2006; Strengell et al, 2006;
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Qin et al, 2006; Qin et al, 2007). En cualquier caso, era esperable no
encontrar grandes alteraciones en la induccion de SOCS-3 en el tejido
hepatico, dado que la concentracion de IL-6 circulante en nuestro
estudio fue similar en ratones IL-6 KOwm 6 IL-6 KOx en comparacion con
ratones CTRL FL.

En resumen, la ausencia de IL-6 en células de Kupffer o en
hepatocitos afecto ligeramente a la senalizacion de IL-6 a través de
STAT-3 tras una HP, pero no afect6 a otras vias de senalizacion
mediadas por IL-6 ni a la expresion de SOCS-3, uno de los principales
inhibidores de la ruta IL-6/JAK/STAT-3.

> Proliferacion de hepatocitos

Estudios iniciales en los que la proliferacion de los hepatocitos
estaba retrasada en los animales carentes de IL-6 tras una HP
condujeron a la idea de que la IL-6 era esencial para la regeneracion
hepatica (Cressman et al, 1996; Taub et al, 1999; Fausto et al, 2006;
Bohm et al, 2010). Sin embargo, posteriormente se mostré que algunos
de los ratones KO para IL-6 no tenian ningun retraso en la proliferacion
de los hepatocitos, presentando una regeneracion hepatica normal
(Blindenbacher et al, 2003). Estos resultados sugerian que el efecto
proliferativo de la IL-6 no era esencial para la regeneracion hepatica.
Datos posteriores han sugerido que IL-6 tiene efectos anti-apoptoticos y
promueve la supervivencia de los hepatocitos (Sakamoto et al, 1999;
Blindenbacher et al, 2003; Wuestefeld et al, 2003) y efectos anti-
proliferativos (Wustefeld et al, 2000; Vaquero et al, 2011). A la vista de

estos resultados, parece que la IL-6 induce una respuesta adaptativa
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tras la HP que seria requerida para la supervivencia de los hepatocitos y
que el nivel exacto de esta citocina tras una HP podria ser un factor
critico en determinar sus efectos (Blindenbacher et al, 2003; Zimmers
TA, Pierce RH, et al, 2003).

En este sentido, un hallazgo importante de nuestro estudio fue
que la deficiencia selectiva de IL-6 en células de Kupffer supuso
una aceleracion de la sintesis de ADN, en comparacion con ratones
CTRL FL, como se valoré por IHQ de BrdU. Sin embargo, a los 7 dias
tras una HP, los ratones IL-6 KOm no presentaron sintesis de ADN en
hepatocitos, indicando que estos animales podrian haber finalizado la
regeneracion hepatica mas pronto que los ratones CTRL FL. Este efecto
fue especifico de la fase S y no se tradujo en modificaciones en
parametros de proliferacion que reflejan otras fases del ciclo celular,
como la THQ de PCNA, las mitosis de hepatocitos, la sintesis de ciclina
D1, o en la evolucion del ratio del higado frente al peso corporal. Los
parametros bioquimicos de dano hepatico también fueron similares en
ratones IL-6 KOm y sus CTRL FL tras una HP. Quizas un considerable
aumento del tamano muestral pudiese haber revelado pequenas
alteraciones en alguno de esos parametros.

La aceleracion de la sintesis de ADN en hepatocitos de ratones IL-
6 KOwm sugiere un efecto antiproliferativo de la IL-6 derivada de las
células de Kupffer. Esta posibilidad estaria en concordancia con
estudios previos en los que se detecté un aumento de la proliferacion de
hepatocitos tras la eliminacion selectiva de las células de Kupffer

(Boulton et al, 1998), asi como en estudios con ratones MyD88 (MyD88-

352



Discusion

/-) en los que una activacion defectuosa de IL-6 se asocié a un inicio
acelerado de la regeneracion hepatica (Vaquero et al, 2011). En el caso
de los ratones IL-6 KOn, la medida de distintos parametros usados para
cuantificar la regeneracion hepatica resulto en ausencia de diferencias
entre ratones IL-6 KOn y sus correspondientes controles CTRL FL.

En conjunto, los resultados de nuestro trabajo sugieren que la
IL-6 procedente de las células de Kupffer y de los hepatocitos tiene tan
solo efectos sutiles (aunque detectables) en la sefializacion por IL-6 en el

higado y en el desarrollo de la regeneracion hepatica.

6.- cEXISTEN FUENTES CELULARES EXTRAHEPATICAS

DE IL-6 EN RATONES TRAS UNA HP?

Segun los experimentos realizados, el aumento de Ila
concentracion de IL-6 circulante tras una HP no se vio afectado ni por
la ausencia de IL-6 en las células de estirpe mieloide ni en los
hepatocitos. Estos resultados sugerian la existencia de fuentes celulares
de IL-6 distintas a las células de Kupffer, asi como de posibles fuentes
extrahepaticas de la misma. Con el fin de evaluar el origen de IL-6 tras
una HP, evaluamos la concentracion de IL-6 circulante y en el lavado
peritoneal, y la expresion del ARNm de IL-6 en distintos organos
extrahepaticos. Los resultados de nuestro trabajo indican que el
peritoneo tiene un alto contenido de IL-6 tras la HP, probablemente
producida por el mesenterio, que determina en gran medida la
concentracion de IL-6 circulante tras la cirugia. Mas aun, la induccion

de la expresion del ARNm de IL-6 encontrada en el bazo, intestino y

353



Discusion

pulmon sugieren que la produccion de IL-6 en las primeras horas tras
una HP es un fenomeno sistémico. Junto con la ausencia de efectos
sobre la concentracion de IL-6 circulante encontrada en los ratones IL-6
KOwMm, es poco probable que las células mieloides sean las responsables
de la produccion sistémica de IL-6 en los 6rganos mencionados.

En un estudio previo, se planted la hipoétesis de que en el lavado
peritoneal podrian existir células que contribuyeran a la produccion de
IL-6 circulante tras una HP (Vaquero et al, 2011). En el presente

estudio, demostramos que la elevacion de IL-6 tras una HP fue mayor

en el lavado peritoneal que en el plasma, existiendo una estrecha

correlaciéon entre la concentracion de IL-6 en ambos lugares.

En nuestro estudio con células del lavado peritoneal (grupo pre-
aislamiento) y macrogafos peritoneales (grupo post-aislamiento) de
ratones controles (CTRL FL), encontramos que los niveles de IL-6
producidos tras estimular con LPS eran mucho mayores en el grupo
pre-aislamiento que en el grupo post-aislamiento, sugiriendo que en el

lavado peritoneal, aparte de macrofagos, otras células pueden

contribuir a la produccion de IL-6. En este sentido, entre las células

presentes en el lavado peritoneal se encuentran células inmunes y
mesoteliales que podrian contribuir a la produccion de IL-6 tras una
HP. Aunque la drastica induccion de la expresion del ARNm de IL-6 en
el mesenterio tras una HP apunta un posible origen, son necesarios
mas estudios para conocer con precision cual es la fuente celular de IL-

6 en el peritoneo. En este sentido, seria interesante comprobar la
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expresion de la proteina IL-6 en las células obtenidas del lavado
peritoneal mediante citometria de flujo (sorting).

Ademas, en nuestro estudio encontramos que los niveles de IL-6

fueron mavores en los ratones sometidos a las laparotomias SHAM que

en los ratones no operados tanto en plasma como en el lavado

peritoneal, sin encontrar diferencias en las distintas duraciones de las
cirugias SHAM de menos de 16 min. De forma que un simple acceso a
la cavidad peritoneal con una sutil manipulacion de las visceras sin
reseccion de la masa hepatica elevo los niveles de IL-6. En este sentido,
hay muchos factores que pueden influir en la produccion de la IL-6
después de la HP como es el sistema del complemento, el receptor de
linfotoxina B, el receptor de TNF-1, TLR-3, TLR-4 e ICAM-1 (Selzner et
al, 2003; Zorde-Khvalevsk et al, 2009), pero estas y otras vias también
podrian estar implicadas en la produccion de IL-6 directamente desde el
peritoneo sin relacion con la HP.

La elevacion de la IL-6 en plasma estuvo relacionada con la
cantidad de masa hepatica resecada, pero dicha relacion parecio

perderse en el caso de la IL-6 en el peritoneo. Asi, en una HP del 70%,

la concentracion de IL-6 en plasma (pero no en el peritoneo) se elevo

mas que en una HP del 30%. La falta de correlacion entre la

concentracion de IL-6 en el peritoneo y el grado de la reseccion sugieren
que existen otros factores implicados en la sintesis de IL-6 desde el
peritoneo. Aunque estudios con un mayor tamano muestral serian

necesarios para confirmar este hallazgo.
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Es bien conocido que IL-6 puede ser sintetizada por distintos
tipos celulares distintos a los monocitos y macrofagos, como por
ejemplo las células T, células B, fibroblastos o células endoteliales
(Schmidt-Arras D, Rose-dohn S, 2016). Cualquiera de estas fuentes
celulares podria ser responsable de la induccion de la expresion del
ARNm de IL-6 observada en el mesenterio, el bazo, el intestino o el
pulmon tras una HP. En este sentido, seria interesante realizar una
hibridacion in situ de IL-6 en estos tejidos para intentar elucidar el
origen celular de IL-6 en la regeneracion hepatica.

Ademas, en un estudio reciente se ha mostrado que células
madre mesenquimales presentes en la médula 6sea o en otros tejidos
mesenquimales, son capaces de aumentar la regeneracion hepatica tras
una HP en ratones normales y en ratones con esteatosis y regeneracion
hepatica defectuosa (Ezquer et al, 2017). Dado que estas células
mesenquimales son capaces de secretar IL-6 (Xagorari et al, 2013;
Ezquer et al, 2017), estas células podrian ser también posibles
condidatos para explicar la produccion de IL-6 desde el propio higado o
en tejidos extrahepaticos tras una HP.

En resumen, los experimentos realizados sugieren que el aumento
de IL-6 circulante tras una HP es un fenomeno sistémico no
dependiente de células de estirpe mieloide ni de hepatocitos. La cavidad
peritoneal y el mesenterio parecen ser responsables en gran medida del
aumento de IL-6 circulante tras la cirugia, aunque el bazo, el intestino y

el pulmoén también podrian estar implicados.
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Conclusiones

El presente trabajo proporciona informacion novedosa que ayuda
a entender la biologia de la IL-6 en la regeneracion hepatica. Las
conclusiones derivadas de los resultados de nuestro trabajo son las

siguientes:

1. La utilizacion de la técnica de HP modificada es preferible a la
técnica tradicional en los estudios de regeneracion hepatica en
ratones, ya que consigue una reseccion hepatica mas reproducible y
cercana al 70% de masa hepatica sin aumentar las complicaciones.
Sin embargo, las modificaciones introducidas en la técnica, con la
preservacion de la vesicula biliar, no disminuyeron el desarrollo de
necrosis hepatocelular, que ocurrié en un bajo porcentaje de ratones

independientemente de la técnica utilizada.

2. Los resultados en los ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en
células de estirpe mieloide o en hepatocitos utilizados en el presente
trabajo:

i. Apoyan la nocion clasica de las células de Kupffer como
principal fuente de IL-6 en el higado tras una HP, dada la
atenuada induccion del ARNm de IL-6 encontrada localmente
en el higado de ratones con deficiencia selectiva de IL-6 en
células de estirpe mieloide.

ii. Demuestran la existencia de fuentes celulares de IL-6,
distintas de las células de estirpe mieloide (incluyendo las

células de Kupffer) y de los hepatocitos, que no han sido
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identificadas hasta ahora y que son las principales
responsables del aumento de IL-6 en la circulacion sanguinea
tras una HP.

iii. Sugieren que la IL-6 producida por las células de Kupffer u
otras células de estirpe mieloide tan solo tiene sutiles efectos
moduladores negativos sobre la senalizacion precoz de IL-6 en
higado y sobre la proliferacion de hepatocitos tras una HP, que
no afectan a la recuperacion final de la masa hepatica.

iv. Sugieren que la IL-6 producida por los hepatocitos tiene
minimos efectos sobre la senalizacion precoz de IL-6 en tejido
hepatico tras una HP, no afectando el desarrollo global de la

regeneracion hepatica.

3. Revelan que la induccion de la produccion de IL-6 tras una HP no es
un fenomeno limitado al higado, sino que ocurre a nivel sistémico en
diversos organos como el bazo, el pulmén o el intestino. En
particular, los resultados del presente trabajo apuntan a la
produccion de IL-6 por el mesenterio y a su liberacion a la cavidad
peritoneal como principal determinante de la elevacion de la IL-6 en

la circulacion sanguinea tras una HP.
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