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Una vez mads, la Doctora Maria Cascales Angosto, Académica de
Numero de la Real Academia Nacional de Farmacia, hace gala de su ex-
periencia investigadora y de una notable capacidad docente y de divulga-
cidn cientifica presentdndonos esta nueva obra Bases Moleculares y Celu-
lares de la Regeneracion Hepdtica, tema al que ha dedicado gran parte de
su vida profesional como investigadora del CSIC, y que hoy publica con
gran esmero el Instituto de Espafia, donde ella hace afios ocupé los cargos
de Tesorera y Vicepresidenta.

Fue en 2001 cuando aparecié otro volumen de la Doctora Cascales
sobre Mecanismos de Hepatotoxicidad, editado por la Real Academia de
Doctores de Espafia como consecuencia de la celebracién de un curso
monografico. Hoy desarrolla uno de los temas de aquel libro, la regene-
racion hepdtica, no sélo porque el estudio de los procesos regenerativos
del higado supone un tema de indudable interés, sino también porque es
mucho lo que se ha avanzado en los tltimos afios en el conocimiento de
los mecanismos moleculares y celulares involucrados en este proceso, en
base a las modernas tecnologias de biologia molecular y a los andlisis
en modelos experimentales genéticamente modificados.

El higado, el 6rgano principalmente encargado del metabolismo de
farmacos y xenobidticos, posee una extraordinaria capacidad de regenera-
cién en respuesta a la pérdida de su propia masa, bien por hepatectomia
parcial o por lesion hepatocelular severa causada por agentes hepatotédxi-
cos o viricos. La adquisicion de esta capacidad es de gran trascendencia y
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se ha alcanzado a través de la evolucién para asegurar la funcionalidad
hepdtica requerida por el organismo. En todos los casos de pérdida de
masa hepdtica, los hepatocitos remanentes experimentan una ripida tran-
sicion al estado proliferativo, lo que significa que se incorporan al ciclo
celular, replican su DNA y se dividen para restaurar las células perdidas
y la capacidad funcional del higado.

Muchos agentes se encuentran implicados en el proceso regenerativo.
La misién de alguno de ellos es «preparar» las células para la prolifera-
cién, haciéndolas «competentes» para responder a los factores de creci-
miento que inducen la mitosis. La terminacién del proceso se debe a al-
gunas citoquinas que inhiben la divisién celular.

La repoblacion celular del higado regenerante puede derivar de tres
fuentes: division de los hepatocitos remanentes, diferenciacion de las cé-
lulas ovales y a partir de células troncales de la médula osea. Como regla
general, la division de los hepatocitos preexistentes es la via mas répida
y eficiente para la reparacion del higado y la restauracion de su funcio-
nalidad. Las células ovales procedentes de células «madre» hepaiticas,
se dividen y diferencian en hepatocitos en caso de bloqueo de la division
de los hepatocitos remanentes. Las células de la médula 6sea pueden ge-
nerar hepatocitos en higado trasplantado, pero la frecuencia de la genera-
cién de hepatocitos por esta ruta es muy baja y en muchos casos apenas
apreciable. Sin embargo, en higado trasplantado, las células troncales de la
médula 6sea son una fuente importante de células hepdticas no parenqui-
maticas, como las c€lulas de Kupffer y las células endoteliales.

Se han hecho grandes progresos —y se continuardn haciendo— en
estudios con células troncales mediante el escrutinio cuidadoso de resulta-
dos experimentales para la identificacion de estas cé€lulas. Los avances en
este campo se relacionan estrechamente con el conocimiento de mecanis-
mos de proliferacion, diferenciacion y transdiferenciacion, unidos al de las
interacciones de las células y los componentes de la matriz extracelular
en tejidos normales y lesionados. El énfasis que se estd dando a las célu-
las «madre» de la médula 6sea oscurece a veces el hecho de la notable
capacidad regenerativa del higado, principalmente como resultado de la
divisiéon de los hepatocitos maduros. La capacidad proliferativa de los
hepatocitos quiescentes y altamente diferenciados excede con mucho a la
de cualquier célula diferenciada de otros tejidos. Para los estudiosos de
células «madre» puede sonar a paradoja el hecho reconocido de que las
células troncales més eficientes en el higado son los propios hepatocitos.
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Las resecciones quirudrgicas en humanos tienen lugar en casos de tras-
plante o de eliminacion de tumores. El trasplante de un higado pequefio a
un receptor de mayor tamafio es un ejemplo de deficiencia funcional he-
patica. El prondstico para la recuperacion después de hepatectomia o tras-
plante de higado depende de como se regenera el higado después de la
operacion, de tal modo que el conocimiento de los mecanismos que go-
biernan la regeneracion hepitica es de importancia fundamental en clinica
para prevenir el fallo hepdtico postoperativo y para mejorar la recupera-
cion del paciente.

Por cuanto antecede, este libro de la Profesora Cascales constituye una
excelente revision de los avances cientificos mas recientes referentes a la
proliferacion hepatocelular en respuesta a la agresion, aborddndose aspec-
tos tales como los sistemas celular y vascular del higado, el ciclo celular,
proteasas y matriz extracelular, vias y mecanismos involucrados en la
regeneracion hepdtica, citoquinas y factores de crecimiento, células «ma-
dre» hepaticas y, por dltimo, envejecimiento y regeneracion.

Felicito muy sinceramente a la Doctora Maria Cascales Angosto por
su intensa y continuada actividad en el amplio campo de las Ciencias
Farmacéuticas y tengo la seguridad que esta publicacion serd un importan-
te apoyo para la ensefianza en Facultades de Biologia, Farmacia, Medicina
y Veterinaria, donde serd de gran utilidad tanto a profesores como estu-
diantes. Auguro un gran éxito a esta obra muy documentada y llena de
aportaciones de ultima hora, muchas de ellas de la propia autora.

Enero de 2008.



1. Anatomia hepatica.
Sistemas celular y vascular

INTRODUCCION

El higado, la glandula de mayor tamafio en el organismo, juega un
papel primordial en la homeostasis metabdlica, al ser el lugar primario
donde se regula el metabolismo energético que incorpora y procesa los
nutrientes y los distribuye de manera controlada en los tejidos extrahe-
paticos. Ademds el higado sintetiza proteinas esenciales, enzimas y cofac-
tores necesarios para la digestion y para las funciones normales del orga-
nismo. También el higado es el lugar principal para la destoxificacién y
eliminacién de una gran variedad de compuestos exdgenos y endogenos.

El higado de los mamiferos constituye el 3 al 5% del peso corporal y
posee cuatro I6bulos: izquierdo, medio, derecho y caudado. Los tres ul-
timos estdn compuestos, a su vez, por dos sublébulos. El higado recibe
un doble aporte de sangre, la arterial con elevada presion, a través de la
arteria hepdtica y la venosa con menor presion, a través de la vena porta
que procede del drenaje venoso esplénico. La arteria hepética es la via que
aporta oxigeno, mientras que la vena porta transfiere al higado las sustan-
cias nutritivas procedentes del tracto gastrointestinal, para su metabolis-
mo y eliminacién. El eflujo de la sangre se verifica a través de una vena
comtun, la vena hepdtica. La circulacion y la excrecion biliar se encuentran
compartimentalizadas para facilitar el intercambio entre sangre y hepato-
citos. La arteria hepdtica asciende directamente del eje celiaco y se divide
en dos ramales géstrico y gastroduodenal siguiendo, a través del ligamento
hepatoduodenal, como propia arteria hepdtica, antes de bifurcarse e in-
troducirse en los segmentos del higado. La vena porta drena el efluente
venoso del tracto digestivo y del bazo. En los mamiferos, la vena porta
representa el Unico canal venoso que atraviesa otro 6rgano, el higado,
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antes de retornar al corazén. Al igual que la arteria hepatica, la vena porta
se bifurca en ramales que se distribuyen en los segmentos hepéticos. Por
dltimo, la sangre arterial y la venosa portal confluyen en el sinusoide,
capilar recubierto por un endotelio que posee poros o fenestras, por los que
circula el plasma sanguineo, desde donde drena, a través de la vena hepa-
tica, en el interior de la vena cava inferior [1, 2].

La organizacién estructural del higado refleja sus notables funciones.
Este 6rgano segmentado, tnico en el organismo y dotado de funciones
especificas, se encuentra interpuesto como un guardidn, entre el tracto
digestivo y el resto del cuerpo. Debido a esta interposicion, el higado, al
recibir el doble aporte de sangre, venosa y arterial, importa, ademds del
oxigeno, una gran variedad de xenobidticos y endobidticos entre los que
se incluyen los nutrientes, sustancias toxicas exdgenas y las derivadas del
sistema digestivo. Por tanto, una de las mayores funciones del higado es
la incorporacion eficiente de aminodcidos, carbohidratos, lipidos y vitami-
nas y su almacenamiento, conversién metabdlica y liberacion a la sangre
y a la bilis. Igualmente importante es la biotransformacion hepdtica, que
convierte las sustancias hidrofébicas en derivados hidrosolubles que pue-
den ser excretados por bilis u orina. Debido a sus funciones metabdlicas
y secreciones en la sangre, el higado se califica como 6rgano metabdli-
co y como glandula endocrina. Al mismo tiempo su capacidad de produc-
cién y secrecion de bilis le atribuye la mision de una glandula exocrina.

En el higado coexisten diversos tipos de células que se clasifican en
parenquimaticas (hepatocitos) y no parenquimadticas (ductulares, conjunti-
vas y sinusoidales). Las sinusoidales se dividen en: células endoteliales,
células de Kupffer, células Pitt y células perisinusoidales (lipocitos o cé-
lulas TIto, fat storing cells).

LA UNIDAD FUNCIONAL HEPATICA

El concepto del 16bulo clédsico definido como unidad funcional por sus
caracteristicas estructurales, se conoce desde hace mas de un siglo. La es-
tructura del 16bulo de Kiernan [3] era hexagonal con los tractos porta-
les en las esquinas del hexdgono y con una vena hepatica en el centro.
El 16bulo portal descrito por Mall [4] tenia un tracto portal en el centro
y vénulas centrales en la periferia. Definiendo la unidad funcional sobre
la base del flujo microcirculatorio en el interior del higado, Rappaport
et al. [5] escribieron el acino hepdtico. Los conceptos de 16bulo clasico,
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1. ANATOMIA HEPATICA. SISTEMAS CELULAR Y VASCULAR

16bulo portal y acino pueden explicar con éxito algunos de los procesos
fisioldgicos y patoldgicos en el higado, pero ninguno de ellos puede expli-
carlos todos. Parece cierto que el 16bulo cldsico posee las bases estruc-
turales y metabdlicas del gradiente porto-central de los procesos meta-
bolicos, el flujo vascular y el drenaje biliar. Sin embargo, no explica los
gradientes laterales o portal-portal entre tractos portales adyacentes. El
I6bulo cldsico puede considerarse que estd compuesto por unidades mas
pequeiias con el acino como candidato conceptual (Figura 1).
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FiGura 1. Lébulo cldsico, lobulo portal, l6bulo primario, subunidad hepdtica microcircula-
toria y acino (6).

Placa de células hepaticas

El elemento estructural de la organizacion hepdtica tisular es la placa
individual de células hepaticas. Cada placa estd formada por una simple
capa de células, del grosor de una célula, que se extiende desde el espacio
porta hasta la vénula hepdtica. Cada placa posee un nimero de hepatocitos
entre 15 y 25 y una longitud aproximada de 400 um. En estas placas se
encuentran, ademds de los hepatocitos, las células endoteliales cubriendo
los sinusoides, las células de Kupffer en el interior de los sinusoides, los
lipocitos en el espacio de Disse, las células Pit localizadas o embebidas
por las células endoteliales y las células del conducto biliar.
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La funcién hepdtica se lleva a cabo en el interior de la placa. Es en
esta estructura donde se verifican los contactos hepatocito-hepatocito, como
también los contactos hepatocito-matriz extracelular. Las células se per-
funden con sangre de la vénula porta y de la arteriola hepética. La sangre
fluye a partir de estas estructuras vasculares a través de las fenestras de los
sinusoides y drena en la vena hepatica. Debido a la perfusion unidireccio-
nal las primeras células expuestas a la sangre estardn en contacto con las
concentraciones mds elevadas de solutos entrantes: oxigeno, sustratos,
hormonas, etc. La eliminacién de estos solutos por incorporacién a las
células y la adicién de productos metabdlicos por secrecién de dichas
células, resultard en la modificacién progresiva de la composicion de la
sangre sinusoidal a medida que vaya atravesando la placa de células hepa-
ticas. Por tanto, en el terminal distal del sinusoide, cerca de las vénulas
hepaticas, el microambiente que rodea las células serd muy diferente de
aquel de entrada a las vénulas portales [7, 8] (Figura 2).
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Figura 2. Distribucion de los hepatocitos y las células endoteliales entre la triada portal y
la vena central. La triada portal y la vena central estdn rodeadas por una matriz que difiere
de la membrana basal vascular.

CIRCULACION HEPATICA

Después de que William Harvey en 1649 introdujese el concepto del
movimiento circular de la sangre, el mayor desafio para la aceptacion de
este concepto era la peculiar configuracion anatémica de la circulacion
hepatica [9, 10]. En base a sus experimentos, Harvey rebatié el concepto
de Galeno, de flujo y reflujo en el sistema portal y trat6 de acomodar una
nueva ciencia fisioldgica que reemplazara el razonamiento puramente dia-
Iéctico basado en los 1.500 afios anteriores. Aunque el inmediato impacto
de este descubrimiento fue desviar el centro de la circulacion desde el
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higado al corazén, la circulacién hepética continia hoy desconcertando a
los estudiosos.

El higado de los mamiferos recibe un suministro doble de sangre. El
80% de la sangre que entra en el higado es sangre venosa poco oxigenada,
suministrada por la vena porta, mientras que el 20% restante es sangre
arterial bien oxigenada y suministrada por la arteria hepatica. Estos vasos
sanguineos entran por el espacio porta, lugar por donde los conductos
biliares eferentes y los linfaticos salen del 6rgano. El riego venoso del
higado cursa independiente de bilis y linfa para drenar en la vena cava
inferior cerca del diafragma.

El doble suministro de sangre, desde la arteria hepdtica y la vena
porta, es unico en el organismo. El flujo sanguineo hepatico se aproxima
a 1,5 litros por minuto.

La arteria hepdtica es la que aporta oxigeno y un flujo de sangre con
elevada presion, procedente de la circulacion sistémica, mientras que la
vena porta procedente del drenaje venoso esplénico, con menor presion, es
la que transfiere las sustancias nutritivas absorbidas por el tracto gastroin-
testinal, para su metabolismo y eliminacién. La arteria hepdtica asciende
directamente del eje celiaco y se divide en dos ramas, géstrica y gastroduo-
denal, siguiendo a través del ligamento hepatoduodenal como propia arte-
ria hepdtica, antes de bifurcarse e introducirse en los segmentos del higa-
do. La vena porta drena el efluente venoso del tracto digestivo y del bazo.
En los mamiferos, la vena porta es el tnico canal venoso que atraviesa otro
6rgano antes de retornar al corazén. Al igual que la arteria hepatica, la
vena porta se bifurca en ramales que se distribuyen en los segmentos
hepaticos. Por dltimo, la sangre arterial y la venosa confluyen en el sinu-
soide, capilar recubierto por las células endoteliales que poseen poros o
fenestras, a través de los que fluye el plasma sanguineo, y de ahi drenan,
via vena hepdtica, en el interior de la vena cava inferior (Figura 3).

Dentro del higado, las ramas de distribucién de la vena porta y de la
arteria hepdtica cursan en paralelo, y después de repetidas ramificaciones
los ramales terminales de estos vasos (vénulas portales y arteriolas hepa-
ticas) suministran sangre a los sinusoides hepaticos. Los sinusoides son los
principales vasos implicados en el intercambio transvascular entre la san-
gre y las células parenquiméticas. Ramas de arteriolas hepdticas suminis-
tran sangre también a la cédpsula del higado y a los conductos biliares,
donde alimentan un plexo peribiliar de capilares, los cuales a su vez dre-

15



BASES CELULARES Y MOLECULARES DE LA REGENERACION HEPATICA

vena
hepatica

aorta
arteria /

hepatica

arteria
esplénica

==

vena

esplénica .
vena arteria
mesentérica mesent?rica
superior superior

INTESTINO

Figura 3. Circulacion hepatoesplénica. El higado recibe un suministro doble de sangre.
El 80% via vena porta, es sangre venosa y poco oxigenada y el 20% restante, via arteria
hepdtica, es sangre arterial bien oxigenada. La arteria hepdtica aporta oxigeno y un flujo
de sangre con elevada presion, mientras que la vena porta procedente del drenaje venoso
esplénico, con menor presion, transfiere sustancias nutritivas absorbidas por el tracto
gastrointestinal. La arteria hepdtica asciende directamente del eje celiaco y se divide en dos
ramas gdstrica y gastroduodenal, siguiendo a través del ligamento hepatoduodenal como
propia arteria hepdtica, antes de bifurcarse e introducirse en los segmentos del higado. La
vena porta drena el efluente venoso del tracto digestivo y del bazo. Al igual que la arteria
hepdtica, la vena porta se bifurca en ramales que se distribuyen en los segmentos hepdticos.
Por iiltimo, la sangre arterial y la venosa confluyen en el sinusoide, capilar recubierto por las
células endoteliales que poseen poros o fenestras, a través de los que fluye el plasma
sanguineo, y de ahit drena, via vena hepdtica, en el interior de la vena cava inferior

nan en los sinusoides. La sangre portal y arterial fluyendo a través de los
sinusoides se recoge en pequefias ramas de venas hepaticas (vénulas hepd-
ticas centrales o terminales) a través de las cuales la sangre se dirige, a
través de las venas hepdticas mds grandes, a la vena cava inferior.
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Subunidades microcirculatorias

La unidad funcional hepdtica es la minima cantidad de tejido requerida
para realizar las funciones del 6rgano. Una restringida drea del tejido hepa-
tico ha sido considerada como la unidad funcional. Esta unidad comprende
un sinusoide con su contiguo tejido hepdtico y las inmediatas conexiones
aferentes y eferentes, vascular, biliar, linfaticas y neurales. Sin embargo, esta
unidad se considera demasiado restringida, porque no todos los sinusoides
reciben conexiones directas de la arteria hepatica y la periferia de la unidad
bisegmentaria las células parenquimaticas en las cuales los sinusoides adya-
centes estdn separados por placas parenquimdticas de una célula de grosor.
También hay que considerar las interacciones entre unidades de tejido con
conexiones comunes aferentes (vénula portal de entrada) y eferentes (vénu-
la central). Esto se ha resuelto con la identificacion de la subunidad micro-
circulatoria hepdtica que es una expansion del concepto antes mencionado.

Mediante microscopia electrénica de barrido y microscopia con fluo-
rocromos in vivo, se ha demostrado en diversas especies una unidad mi-
crocirculatoria piramidal con su base en el perimetro del 16bulo clésico y
su dpice en la vena central [11]. Lechos vasculares similares irrigados por
una vénula de entrada se han mostrado en higado humano [12]. Esta uni-
dad piramidal, denominada subunidad microcirculatoria hepdtica, estd irri-
gada por una sola vénula de entrada que alimenta un grupo de aproxima-
damente 19 sinusoides. La vénula de entrada se colocaliza con un canal de
Hering, el cual drena bilis de la misma &drea piramidal. Siguiendo el paso
de un fluorocromo, estos autores observaron una onda dindmica de inten-
sidad, el «frente de influjo» que llena la unidad piramidal a través
de la vénula de entrada. El fluorocromo se acumula entonces en los conos
de las placas hepdticas y en una fase mds tardia puede observarse un
modelo difuso de canaliculo biliar. Estos investigadores creen que la sub-
unidad hepdtica microcirculatoria representa la unidad bdsica funcional del
higado y describen un flujo «contracorriente» entre la vénula de entrada
y el canal de Hering. La sangre llega a los hepatocitos por la vénula de
entrada y la bilis drena por el canal de Hering en direccién opuesta desde
el mismo territorio piramidal. Las evidencias que indican que los hepato-
citos periportales son los primeros responsables de la incorporacion y
secrecion de las sales biliares en condiciones normales, sostienen el con-
cepto de «contracorriente» [11] (Figura 4).

De esta manera, el sistema continuo (muralia) de placas hepdticas
anastomosadas y los espacios sinusoidales (laberinto hepéatico de Elias) [13],
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ha dado origen a una organizacién de dreas bien demarcadas de parénquima
hepatico asociado con vénulas de suministro y canales biliares de drenaje
que se ramifican siguiendo un modelo regular. La subunidad hepéatica mi-
crocirculatoria es el grupo mds pequeilo de hepatocitos alrededor de un con-
ducto y vénula de entrada.

conducto
biliar canaliculo vena
biliar hepatica
_» terminal
conducto biliar
terminal
sinusoides
vénula de
entrada

terminal
porta
FiGura 4. Unidad microcirculatoria piramidal: el terminal porta origina una vénula de
entrada que alimenta a 19 sinusoides. La vénula de entrada se localiza a lado de un canal

de Hering (no se muestra), que drena la bilis de la misma drea piramidal. El conductillo biliar
conecta el conducto biliar terminal con el canal de Hering [7, 11].

SISTEMAS PORTAL, VENOSO HEPATICO Y ARTERIAL.
SINUSOIDE

El sistema venoso portal en humanos consiste en sistemas conductores
y sistemas distribuidores. Como el nombre sugiere, el sistema conductor es
el responsable de llevar sangre hasta la esquina mas alejada del higado.
Para conseguir esto, el sistema conductor muestra frecuentes ramificacio-
nes y gran versatilidad en la longitud y nimero de las ramas y nimero de
ordenes de ramificacion, que se acomodan a la forma del érgano, para
asegurar un suministro uniforme de sangre al parénquima. El sistema dis-
tribuidor es el responsable del intercambio de sustancias entre la sangre y
los elementos hepdticos y por lo tanto del mantenimiento de las interfases
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de la microarquitectura. Para conseguir esto, el sistema distribuidor sigue
una estricta pauta de ramificacion. Las ramas terminales del sistema con-
ductor dan lugar a ramas de primer orden del sistema distribuidor en una
secuencia ordenada, pero de direccién arbitraria. Cada una de estas ramas
suministra a una masa definida de parénquima. Cada rama de primer orden
da lugar a once sucesivas ramas de segundo orden en dngulos rectos. Las
ramas de segundo orden corresponden a las venas portales que se ven al
microscopio ordinario. Las ramas de tercer orden son vénulas portales que
surgen de las de segundo orden y corresponden a las ramas septales que
se ven en los septa vasculares interlobulares.

El sistema venoso hepdtico se ha considerado durante mucho tiempo
como un compartimento de drenaje pasivo para los sistemas portal venoso y
el arterial hepatico y no ha recibido tanta atencion como el portal. La sangre
drena desde los sinusoides hasta las venas hepdticas y desde aqui hacia las
venas sublobulares que por ultimo se unen a las venas hepdticas terminales.
Se ha observado que el sistema venoso hepatico no sigue el mismo orden de
ramificacién que el venoso portal. Mientras las ramas portales de primer
orden de distribucién, daban lugar a once ramas de distribucién de segundo
orden, las venas hepdticas no siguen el mismo ejemplo. Esto da lugar a la
posicion de seis venas portales alrededor de una vena central y a la forma-
cién del clasico 16bulo hexagonal. De la misma manera la reconstruccién de
los 16bulos en tres dimensiones muestra la orientacion de los 16bulos basada
en venas hepdticas localizadas centralmente y su relacion con el modo de
ramificacion del sistema venoso portal.

El sistema hepdtico arterial es el responsable del 25% del flujo san-
guineo hepdtico. Existe discusion acerca del modo de terminacién del
sistema arterial hepéatico. ;Terminan las arterias hepaticas en los sinusoi-
des via arteriolas hepdticas? ;Existe una anastomosis arterio-portal? Y si
las arteriolas terminan en los sinusoides, ;lo hacen cerca del tracto portal
o caminan hasta el interior de los I6bulos como arteriolas intralobulares?

La interpretacion de las observaciones publicadas por diferentes autores
sobre este tema es complicada, por las variaciones en la anatomia de las
especies, el flujo sanguineo en el momento de la observacidn, la dindmica
de los esfinteres y el tipo de anestesia. Se han descrito esfinteres en tres si-
tios distintos del lecho sinusoidal: los esfinteres aferentes en el lugar de in-
corporacion de la vénula de entrada a los sinusoides; los esfinteres eferentes
en el lugar de comunicacién de los sinusoides con la vena central; y los que
se encuentran en el lugar de unién de los sinusoides intersinusoidales con

19



BASES CELULARES Y MOLECULARES DE LA REGENERACION HEPATICA

los sinusoides radiales. Se han identificado también en las arteriolas hepati-
cas esfinteres precapilares, que consisten en musculo liso.

Son pocos atin los estudios acerca del suministro arterial en higado
humano y todavia no esta claro si existen atajos en forma de anastomosis
artetrio-portal tal como se han detectado en rata y no han podido ser
detectados en humanos. Saxena et al. [7] concluyen que existe una enorme
variacién entre las especies y entre las diferentes partes del higado. La
ultima consideracion es si las arteriolas mantienen alguna relacién para
penetrar en los canales ductulares biliares, que conducen a los canales de
Hering. Tal disposicién puede ayudar a preservar el suministro de sangre
a una zona proliferativa importante en higado severamente lesionado.

Los sinusoides son las vias de intercambio transvascular entre la san-
gre y el hepatocito. La estructura del sinusoide hepatico es unica, para
permitir el maximo acceso de los hepatocitos a la sangre circulante. Esta
compuesta por células endoteliales, células de Kupffer y células perisinu-
soidales. Las células endoteliales tapizan la superficie del sinusoide y pre-
sentan el citoplasma atenuado en sus extremos donde se encuentra una
serie de poros agrupados en forma de tamiz denominados fenestras, estruc-
turas dindmicas cuyos didmetros (50-150 nm) estdn afectados por la pre-
sidén sanguinea del lumen, y también por sustancias vasoactivas, firmacos
y toxinas. De esta manera las fenestras regulan el paso de compuestos de
gran tamafio, como los quilomicrones, a la vez que permiten el paso del
plasma y de grandes proteinas. Ocasionalmente existen fenestras mas gran-
des que proporcionan lugar para la insercion de células de Kupffer fago-
citicas a la superficie luminal del endotelio. La fagocitosis de particulas
por las células de Kupffer es rdpida y ocurre entre 18-23 segundos después
que la particula se ha puesto en contacto con la superficie celular. Las
células de Kupffer no sélo fagocitan, ellas son también fuente de una serie
de sustancias vasoactivas que pueden influenciar el flujo sanguineo sinu-
soidal y los procesos de intercambio mediante su accidn sobre las células
que tapizan el sinusoide. Las células de Kupffer generan también media-
dores beneficiosos y téxicos, que participan en mecanismos de defensa no
especifica del hospedador, como también en la lesion hepdtica. La fagoci-
tosis y la liberacion de estas diversas sustancias se cree que estin modu-
ladas en parte por endotoxinas procedentes del intestino, porque las células
de Kupffer son las responsables de la eliminacioén de estos productos bac-
terianos, presentes en la sangre portal. Por tanto, la disfunciéon de las
células de Kupffer y la endotoxina se han implicado en la fisiopatologia
de la enfermedad hepdtica.
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Los lipocitos se localizan en el espacio perisinusoidal de Disse. Estas
células contienen gotitas de grasa y son el almacenamiento de la vitami-
na A. Las delgadas protuberancias de estas células cursan a través del
espacio perisinusoidal y abrazan la superficie luminal del endotelio. En
higado sano de mamiferos, poca o ninguna lamina y coldgeno basales se
asocian al endotelio sinusoidal. Como resultado, la pared sinusoidal es una
estructura muy permeable que permite la continuidad del plasma entre la
sangre y el hepatocito. En ciertos casos de lesion hepatica, el material de
la membrana basal y las fibrillas de coldgeno se acumulan en el espacio
perisinusoidal, dando origen a la «capilarizacién» de los sinusoides y a la
alteracion del intercambio transvascular.

El espacio perisinusoidal de Disse se considera por algunos investiga-
dores que funciona como un espacio linfitico que canaliza plasma a los
verdaderos vasos linfaticos que cursan en el tracto portal. Esta hipétesis no
puede considerarse valida porque las conexiones anatémicas entre el espa-
cio de Disse y el tracto portal no han sido atin identificadas [14]. Ademas,
el flujo plasmatico en el espacio de Disse tendria que ocurrir frente a un
gradiente de presion, si se asume la igualdad de la presion entre el espa-
cio sinusoidal y el de Disse debida a la porosidad de la pared sinusoidal.
Sin embargo, tal flujo retrogrado ha de ocurrir mediante la influencia del
roce de los leucocitos sobre el lecho endotelial para crear un efecto de
bomba de rodaje. Otra explicacion, que tiene que ser explorada, es la pro-
duccién de linfa por el plexo peribiliar en el espacio portal.

Células sinusoidales

Las células sinusoidales se dividen en endoteliales y perisinusoidales.
Entre estas tltimas estdn las células de Kupffer, las células Pit y los lipoci-
tos (c€lulas de Ito, células estrelladas, acumuladoras de grasa). Las células
sinusoidales hepdticas juegan un papel critico en el mantenimiento de la
funcion hepatica en circunstancias normales y patoldgicas. Dentro del 16bu-
lo hepético los diferentes tipos de células sinusoidales tienen una localiza-
cién particular que se relaciona directamente con sus funciones. Las células
endoteliales y las células de Kupffer estdn en directo contacto con el torren-
te circulatorio, mientras que las parenquimadticas (hepatocitos) estdn en con-
tacto con el plasma sanguineo sélo a través del espacio de Disse.

Las células endoteliales fenestradas forman una barrera fisica que
capacita, mediante las fenestras, el contacto directo de los hepatocitos con
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la mayoria de las proteinas plasmadticas en el espacio de Disse, pero pre-
viene el contacto directo de los hepatocitos con las células sanguineas, los
quilomicrones, virus y bacterias. Las células endoteliales comprenden el
44% del volumen sinusoidal celular y son las responsables del intercambio
de fluidos y su contenido entre el lumen sinusoidal y el espacio de Disse.

Una caracteristica importante de los sinusoides hepdticos es que care-
cen de membrana basal. El acceso directo al espacio de Disse lo proporcio-
na el abundante nimero de fenestras en las células endoteliales que tienen
un didmetro de 50 a 150 nm. Estas fenestras se componen de anillos de pro-
teinas del citoesqueleto: actina, miosina y proteinas de enlace a la actina.
Las fenestras son estructuras dindmicas que se contraen y dilatan en respues-
ta a sefiales especificas. Por ejemplo, la serotonina activa la contraccion de
las fenestras elevando el calcio intracelular que activa, como segundo men-
sajero, la fosforilacion de las cadenas ligeras de la miosina y con ello la
contraccién. Se conoce muy poco acerca de la formacién de las fenestras,
pero se sabe que desaparecen en células endoteliales cultivadas recientes y
que retornan poco a poco a los pocos dias y que aparecen numerosas y pe-
queilas cuando se afiade al cultivo un éster del forbol. Aunque los sinusoi-
des contienen abundantes cé€lulas endoteliales con muchas fenestras, las
células endoteliales adyacentes al terminal venoso carecen de ellas. Se des-
conoce el mecanismo responsable de esta notable diferencia.

Las funciones reconocidas de las células endoteliales son muy diversas
e incluyen: modulacién de la circulacion hepdtica, reclutamiento de la
masa funcional hepatocelular, adhesion de plaquetas, sintesis y liberacion
de citoquinas y proteccion de los hepatocitos del contacto con particulas
(virus, etc.) que excedan los 150 nm de didmetro. Las células endoteliales
poseen, ademads, receptores especializados para manosa/N-acetilglucosa-
mina y N-acetilneuraminico, e incorporan por endocitosis la transferrina,
la ceruloplasmina, la transcobalamina II, glucosaminoglicanos, lipoprotei-
nas de elevada y baja densidad modificadas, lipasa y otros ligandos.

Los otros tipos de células sinusoidales, son las perisinusoidales e in-
cluyen las células de Kupffer, los lipocitos y las células Pit. Aproximada-
mente 1/3 del volumen celular sinusoidal deriva de las células de Kupffer
y un 1/5 de los lipocitos. Todas las células sinusoidales participan en un
sistema de defensa coordinado en el cual las células de Kupffer son las que
tienen la mision de fagocitar y presentar antigenos. Los lipocitos son
importanes en el metabolismo del coldgeno y en el almacenamiento de la
vitamina A. Las células Pit pueden mostrar actividad de células naturales
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asesinas (NK) y neuroendocrinas. Estas células interaccionan entre ellas
adaptidndose a diversas situaciones de estrés entre las que se incluye la
hipoxia y la endotoxemia.

SISTEMA BILIAR

En todas las especies estudiadas, los canales biliares intralobulares
comienzan como canaliculos biliares, que observados al microscopio elec-
trénico son de 1 a 2 um de didmetro y estén situados entre dos hepatocitos
adyacentes, que se unen solo por las membranas apicales de estas células.
Los canaliculos biliares forman un complejo de ramificaciones y canales
que se anastomosan con tortuosos cursos y se encaminan al conducto biliar
terminal, a través de conductos biliares denominados colangiolos o canales
de Hering. Hering en 1866 [15] dio su nombre a estos canales que cons-
tituyen la unién entre el sistema canalicular de los hepatocitos y el arbol
biliar. El examen de estos canales ha revelado que estdn recubiertos por
hepatocitos y colangiocitos. Estos canales representan la conexion anat6-
mica y fisioldgica del sistema canalicular intralobular de los hepatocitos y
el arbol biliar, y se encuentran a lo largo de un dispositivo que se proyecta
hacia el parénquima, desde el tracto portal [16].

Se desconoce la naturaleza exacta de los recorridos de los canales de
Hering desde los l6bulos hasta la periferia. La cuestion es si existe un
colangiolo intralobular, si se extiende el canal de Hering a través del 16bulo,
o si se detiene en la proximidad de la placa limitante. Hasta hace poco se
pensaba que los canales de Hering no eran aparentes en el interior del pa-
rénquima hepatico. No se sabe si cada canal de Hering corresponde a un
canaliculo o forman los canaliculos una confluencia antes de entrar en los
confines del canal de Hering. Por definicidn, los canales de Hering son ca-
nales tubulares estrechos presentes cerca del tracto portal, parcialmente
cubiertos por hepatocitos en una parte y por colangiocitos en la otra (Figu-
ra 5). Muchos investigadores han propuesto la existencia de un nicho de
células progenitoras en el canal de Hering en la interfase parénquima/me-
sénquima del tracto portal. Este es el lugar donde, en el desarrollo embrio-
nario, los hepatoblastos bipotenciales forman la placa ductular primitiva que
tiene el mismo fenotipo que las células progenitoras en adultos [17].

Se ha postulado que el sistema biliar intralobular consiste en canalicu-
los biliares entre hepatocitos a lo largo de todo el 16bulo y que ellos entran
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en los canales de Hering que penetran en el tercio periportal del 16bulo. De
esta manera el canal de Hering sirve como contenedor para recolectar la bilis
parenquimal y transportarla al terreno del tracto portal (Figura 5). Aqui
los canales biliares adquieren un revestimiento de colangiocitos facilmente
observables en tinciones de rutina como estructuras circulares [6]. En hi-
gado humano [18], se ha observado la estructura tridimensional de las reac-
ciones ductulares en necrosis masiva y se sugiere que estas reacciones son
proliferaciones de células que tapizan los canales de Hering, lo cual lleva a
proponer que estos canales consisten en, o encubren, células progenitoras
facultativas.

canal de Hering

g bI canaliculo biliar
conducto biliar vena hepatica

en el tracto portal terminal

Figura 5. Relacion del canal de Hering con el parénquima hepdtico. El conducto biliar
terminal en el tracto portal puede dar lugar a un conductillo biliar y a un canal de Hering,
que penetra directamente en el parénquima [7, 11].

Recirculacion enterohepatica

Grandes cantidades de acidos biliares se secretan en el intestino dia-
riamente, pero solo cantidades relativamente pequefias se pierden del or-
ganismo. Esto ocurre porque el 95% de los dcidos biliares enviados al
duodeno retornan al torrente circulatorio en el ileon. La sangre venosa del
ileon va directa a la vena porta y de aqui a los sinusoides hepaticos. Los
hepatocitos extraen los dcidos biliares de manera eficiente desde la sangre
sinusoidal, y en higado sano poco se escapa a la circulacion sistémica. Los
dcidos biliares atraviesan los hepatocitos para ser secretados en el canali-
culo biliar. El efecto neto de esta recirculacion enterohepdtica es que cada
molécula de sal biliar se reutiliza unas veinte veces, a menudo dos o tres
veces durante una sola fase digestiva.

Es importante destacar que la enfermedad hepatica altera estas pautas
de recirculacién, ya que los hepatocitos de higado enfermo tienen dismi-
nuida su capacidad de extraer los dcidos biliares de la sangre portal lo cual
lesiona al sistema canalicular permitiendo que la bilis escape a la circula-
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cién sistémica. El ensayo de la concentracion sistémica de los dcidos bi-
liares se utiliza en clinica como indicador sensible de enfermedad hepética.

Ciclo entero-hepatico de los acidos biliares Ciclo cole-hepatico de los acidos grasos
en higado normal en higado colestatico

colangiocito  hepatocito

HIGADO

HIGADO

Desmet 1992

Figura 6. Ciclo enterohepdtico de los dcidos biliares. (A) en higado normal, los dcidos
biliares secretados por los hepatocitos alcanzan los conductos biliares interlobulares a través
de los canaliculos biliares. La bilis drena desde el drbol biliar hacia el intestino. Los dcidos
biliares son reabsorbidos en el ileon y alcanzan el parénquima hepdtico a través de la vena
porta. (B) en higado con colestasis de larga duracion, los conductos biliares interlobulares
han desaparecido. La proliferacion ductular proporciona una mayor superficie de epitelio.
Los constituyentes biliares reabsorbidos retornan al parénquima via el plexo vascular

peribiliar [19].

HETEROGENEIDAD FUNCIONAL DEL HIGADO.
ZONACION METABOLICA

Los hepatocitos no son una poblacién celular homogénea ya que con-
tribuyen de manera diferente a los diversos procesos metabdlicos depen-
diendo de su localizacién intraacinar. Ya en el siglo pasado varios autores
describieron el fenémeno de heterogeneidad del parénquima hepético [20-
22]. Cien afios después con el advenimiento de la histoquimica y la micro-
diseccioén quedo claro que existe una distribucion heterogénea de los en-
zimas en el interior del I6bulo hepatico. Estas observaciones adquirieron
una nueva dimensién cuando se propuso que la distribucion heterogénea
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de enzimas era la causa de la compartimentacién de los procesos metabd-
licos. El modelo conceptual de la organizacion hepatica se definié enton-
ces, no solo en el sentido anatémico estricto, sino por dreas de especiali-
zacion metabdlica o «zonacion metabdlica» [23].

El concepto de unidad estructural de higado que engloba la totalidad
de las células hepaticas para formar una unidad funcional se encuentra atin
en debate. El 16bulo cldsico se caracteriza por una zona de flujo de sangre
directamente del tracto portal que forma zonas falciformes de equipoten-
cial hemodindmico. El acino, por el contrario, se define como un influjo
lineal de sangre que forma estructuras de tipo granuloso de equipotencial
hemodindmico alrededor del eje vascular aferente. De acuerdo con el flujo
sanguineo pueden delimitarse dos regiones, tanto en el acino como en la
zona falciforme de los 16bulos: la region periportal (aferente) regada por
sangre rica en oxigeno, sustratos y hormonas, y la region perivenosa (efe-
rente) que recibe sangre pobre en oxigeno, sustratos y hormonas, pero rica
en CO, y otros productos. Por todo ello, anatdmicamente, los hepatocitos
estdn distribuidos en tres dreas, definidas por su proximidad a los termi-
nales circulatorios: periportal, mediozonal y perivenosa; mientras que fun-
cionalmente, se considera que los hepatocitos residen en acinos, compues-
tos por tres zonas metabdlicas (Figura 1):

Zona 1: Mayor cantidad de sustratos y oxigeno, cercana al drea peri-
portal.

Zonas 2 y 3: Alejadas del 4rea periportal y del aporte vascular.

A nivel del metabolismo energético oxidativo el catabolismo de ami-
nodcidos y acidos grasos a acetil CoA es posible s6lo en presencia de
oxigeno, por tanto, los hepatocitos periportales se encuentran equipados
preferentemente con alanina aminotransferasa, tirosina aminotransferasa y
B-hidroxibutiril CoA deshidrogenasa [23]. El catabolismo inicial de la glu-
cosa (en su parte glucolitica), como también la liponeogénesis, son pro-
cesos exergonicos posibles en ausencia de oxigeno, por tanto, las célu-
las perivenosas son las que poseen predominantemente los enzimas clave
de la glucolisis: la glucoquinasa [24], la piruvato quinasa [25] y enzimas
generadores de NADPH, todos ellos implicados en la sintesis de acidos
grasos [26]. Un proceso que depende del NADPH, como la ureagénesis a
partir de aminodcidos, mecanismo general de destoxificacion se localiza
también en la zona perivenosa. Todos los hepatocitos catalizan la oxida-
cién final a CO,, pero las células periportales al recibir mas oxigeno son
maés capaces verificar el metabolismo oxidativo, ya que contienen un mayor
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nimero de mitocondrias, y poseen actividades mas elevadas de los enzi-
mas del ciclo tricarboxilico y de la cadena respiratoria. La gluconeogénesis
es un proceso endergénico que ha de acoplarse al catabolismo oxidativo,
de ello que su localizacion sea predominante en las células de la region
periportal, con la localizacion de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, la
fructosa 1,6-bisfosfatasa, la glucosa-6-fosfatasa y la lactato deshidrogena-
sa [27]. El metabolismo del glucgeno parece estar distribuido de manera
homogénea dentro del parénquima hepatico ya que todos los hepatocitos
pueden sintetizar y degradar glucégeno, pero el tiempo y la velocidad de
estos procesos son diferentes en células periportales o perivenosas.

Respecto a la biotransformacion, el higado es el 6érgano que realiza la
mayor parte del metabolismo y eliminacién de los xenobidticos. Las sus-
tancias extrafias son destoxificadas por oxidacién, reduccién o hidrélisis y
posterior conjugacion. La oxidacion estd, en su mayoria catalizada por
monooxigenasas dependientes del NADPH ubicadas en el reticulo endo-
plasmico liso. Este reticulo predomina en la region perivenosa y se induce
en esta zona por los barbituratos. Por ello, no s6lo los enzimas generadores
de NADPH, sino también los enzimas consumidores de NADPH, como la
citocromo P-450 NADPH reductasa y la glutation reductasa predominan
en las inmediaciones del terminal venoso. Puede, por tanto, concluirse que
la biotransformacién de los xenobidticos es una funcion preferente del
espacio venoso, y que los hepatocitos ubicados en esta zona muestran una
susceptibilidad mayor a la agresion electrofilica de los metabolitos reacti-
vos formados a través de las monooxigenasas microsémicas dependientes
del citocromo P-450 o de flavina.

TaBLA 1. Zonacion de las principales vias metabdlicas en higado [27]

Zona Periportal Zona perivenosa
Metabolismo oxidativo y energético Glucolisis

Oxidacion de dcidos grasos Lipogénesis
Gluconeogénesis Monooxigenacién (P-450)
Sintesis del colesterol Conjugacién del glutation
Ureagénesis Glucuronidacién

Produccién de acidos biliares

Peroxidacién del glutation
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Aunque todos los hepatocitos tienen el mismo genoma, las diferencias
zonales se detectan en las pautas de expresion de los genes de la mayoria
de los enzimas clave. Esta zonacién de la activacidén genética en el acino
hepdtico se origina por la heterogeneidad en la entrada y transmisién de
senales originadas por: (a) sustratos, incluyendo el oxigeno y sus produc-
tos, hormonas, mediadores e inervacion; (b) interacciones célula-célula, y
(c) interacciones célula-matriz extracelular.

Las pautas de expresion zonal pueden ser debidas a diferentes tasas de
transcripcion, degradacion del mRNA, traduccién del mRNA o degrada-
cién de proteinas. La zonaciéon del mRNA y proteinas en la misma zona
acinar, indica que la expresion del gen se regula principalmente a nivel
pre-traduccional o por degradacién del mRNA. Pautas zonales desiguales
de mRNA y proteinas se deben a que la expresion se regula a nivel tra-
duccional o post-traduccional.

La expresion de genes de enzimas que controlan la gluconeogénesis:
fosfoenol piruvato carboxiquinasa y fructosa 1,6, bis-fosfatasa, como tam-
bién los enzimas que metabolizan aminodcidos: serina dehidratasa y tiro-
sina aminotransferasa, se regulan a nivel pre-traduccional. Estudios de
hibridacién in situ en higado de rata, han revelado que el mRNA de los
enzimas anteriormente mencionados se encuentra principalmente en la zona
periportal, asi como también las proteinas y las actividades enziméticas.
También se ha detectado que los mRNA y actividades de estos enzimas se
encuentran mds elevados al final del periodo de ayuno y descienden des-
pués de la alimentacion. Estas alteraciones controladas por los nutrientes
en la expresion genética durante un ritmo normal de alimentacién y ayuno,
se denominan zonaciones metabdlicas [28].

Por el contrario, los genes que controlan los enzimas glucoliticos: glu-
coquinasa y piruvato quinasa tipo L, se regulan principalmente a nivel tra-
duccional y post-traduccional durante un ritmo de alimentacién normal. Los
mRNA de estos enzimas se distribuyen homogéneamente en el parénquima,
mientras que las proteinas y actividades enzimdticas muestran una clara
predominancia perivenosa. La zonacion de estos enzimas es dindmica, con
actividades incrementadas con el alimento y disminuidas en el ayuno.

Los genes de los enzimas, clave de la destoxificacion del amonio, se re-
gulan también a nivel pre-traduccional. El mRNA y la proteina del enzima
ureogénico carbamilfosfato sintetasa, se localizan en las zonas periportal y
perivenosa proximal. El mRNA y la proteina de la glutamina sintetasa se en-
cuentran exclusivamente en el drea perivenosa distal. Curiosamente, ninguno
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de los mRNA ni las proteinas de estos dos enzimas varia con el estado nutri-
cional, por lo que esta pauta de expresion se denomina zonacion estable.

Las funciones de las células no parenquimdticas también muestran una
heterogeneidad a lo largo del acino hepdtico, lo cual parece ser un requi-
sito para el funcionamiento del 6rgano. Las fenestras de las células endo-
teliales, que actian como un filtro entre la sangre y los hepatocitos, poseen
poros mds pequefios y numerosos en el drea perivenosa, con lo cual en esta
zona acinar es mayor la capacidad de filtrado. Las células de Kupffer son
mds numerosas y poseen mayor capacidad endocitica y actividad lisosémi-
ca en el drea periportal, mientras que estdn dotadas con actividad citotéxi-
ca mayor en la zona perivenosa. Los lipocitos son mas numerosos en la
zona periportal, ya que es este el lugar acinar donde se concentra la for-
macion de la matriz y el almacenamiento de vitamina A. Las células Pit
exhiben actividad de células naturales asesinas sobre células tumorales
cuya eliminacién ocurre principalmente en el drea periportal.
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Ficura 8. Modelo de sinusoide hepdtico (S) en higado normal, donde se observan las células
endoteliales tapizando el sinusoide, una célula de Kupffer en el sinusoide, un lipocito en el
espacio de Disse y los hepatocitos en intimo contacto con el espacio de Disse [29].
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ECOLOGIA SOCIOLOGICA DE LAS CELULAS HEPATICAS

La yuxtaposicion de las diversas poblaciones celulares y los componen-
tes de la matriz extracelular, en armonia con la angioarquitectura, da como
resultado un delicado sistema bioecoldgico. Las investigaciones hepatolo-
gicas de los ultimos afios, han proporcionado y contindan proporcionan-
do, asombrosos descubrimientos acerca de las interacciones y la regulacion
entre los diferentes tipos celulares y los componentes de la matriz del 6rga-
no. Estos descubrimientos estdn llevando a disefiar una nueva ciencia donde
se unen la ecologia y la sociologia de las células hepéticas [28]. Ejemplos
se incluyen en las multiples interacciones del metabolismo celular con el en-
tramado mundo de las citoquinas.

Las interacciones bien coordinadas entre los hepatocitos incluyen las
siguientes:

1. Vias metabdlicas reciprocas, localizadas en territorios lobulares
(acinares) diferentes, para el metabolismo de los carbohidratos y
el amonio.

2. Comunicaciones intercelulares a través de canales de unién (gap
junctions), que muestran su propia heterogeneidad zonal; y

3. Seinales intercelulares a través de moléculas de superficie.

Las interacciones de los hepatocitos con las células de Kupffer son
tan evidentes que se han publicado volimenes enteros dedicados a este
tema (30). Las interacciones de los hepatocitos con las células endoteliales
implican la modulacién hepatocelular del fenotipo endotelial y la produc-
cién endotelial de prostagladinas, endotelina y citoquinas, tales como las
interleuquinas 1 y 6 (IL-1 y IL-6) y el factor del crecimiento de los he-
patocitos (HGF). Las sefiales emitidas por los lipocitos comprenden la li-
beracion de péptidos estimuladores de las células parenquimaéticas, de ci-
toquinas inhibidoras del crecimiento (TGFf), como también de citoquinas
estimuladoras de la proliferaciéon (HGF). Las células de Kupffer se adhie-
ren a las células endoteliales mediante la expresion, por las dltimas, de re-
ceptores de superficie CD4 e ICAM-1, e inician la activacion de los lipo-
citos mediante la expresion del receptor del TGFJ, por secrecion de un
factor estimulador de los lipocitos. La matriz extracelular en el espacio de
Disse modula el fenotipo y la funcién de las células endoteliales, los lipo-
citos y los hepatocitos. La heterogeneidad zonal de la biomatriz a lo largo
del eje portal-central, se relaciona con el concepto del streaming liver [31],
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y determina la expresion fenotipica y la activaciéon de genes especificos en
zonas o compartimentos particulares en el parénquima. Ademds, la com-
posicion de la matriz extracelular en puntos especificos es crucial para la
modulacién mds fina de la sefializacién intercelular.

Las fibras nerviosas hacen contacto con cada hepatocito e infuencian
su actividad metabdlica. Metabolitos, hormonas y citoquinas procedentes
de la sangre sinusoidal afectan la actividad de las células parenquimaéticas
y sinusoidales, de acuerdo con los gradientes y la densidad de los recep-
tores celulares. Las células del epitelio ductular biliar (los colangiocitos)
pueden actuar sobre la funcién hepatocelular por contacto directo a través
del sistema portal peribiliar y del ciclo cole-hepatico [32].

Las condiciones patoldgicas, tales como la fibrosis y la cirrosis, refle-
jan alteraciones en el equilibrio de las inmunerables interacciones celu-
lares, mientras que el crecimiento desmedido de la neoplasia refleja una
rotura de las leyes sociales del higado. Los afos venideros nos han de
proporcionar una detallada y variada informacién sobre los mecanismos
moleculares de funciones bioldgicas celulares, tales como la regulacion de
la expresion génica, los mecanismos de la coleresis y la colestasis, las vias
que conducen a la fibrogénesis, la estimulacion del crecimiento y la rege-
neracion, los linajes celulares en la carcinogénesis y las etapas cruciales en
la lesion y muerte celulares. Son de esperar en un futuro cercano progresos
importantes para desentrafiar sindromes, tales como las alteraciones que
conllevan a la desaparicion de los conductos biliares, y los mecanismos
implicados en enfermedades autoinmunes y viricas, en el rechazo de los
trasplantes y en las enfermedades derivadas del injerto frente a su hospe-
dador. Las poderosas armas de la biologia molecular han de ayudar a es-
tablecer terapias genéticas adecuadas en enfermedades metabdlicas descu-
biertas y en las por descubrir.
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2. El extraordinario fenémeno
de la regeneracion hepatica

INTRODUCCION

La importancia del higado en el organismo radica en su papel central
en la homeostasis metabdlica, ya que es el responsable del metabolismo en
general, lo que constituye la sintesis, degradacién, almacenamiento y re-
distribucion de los nutrientes. El higado recibe la sangre procedente del
intestino, bazo y pdncreas, a través de la vena porta. Su localizacion estra-
tégica en relacion al suministro de nutrientes via porta, y el perfil carac-
teristico y unico de la expresion génica y biosintesis proteica de los he-
patocitos, le permite funcionar como defensa bioquimica frente a agentes
quimicos y como reprocesador de los ingredientes dietéticos absorbidos.
Los nutrientes que alcanzan el higado se metabolizan y se transforman en
gran nimero de proteinas séricas (albimina, gran parte de los factores de
coagulacion, diversos transportadores plasmadticos, proteinas de la fase
aguda, enzimas y cofactores, etc.), lipidos enviados como lipoproteinas a
otros tejidos y carbohidratos almacenados en el higado como glucégeno.
La sintesis de la bilis es esencial para la absorcion de grasas y nutrientes
lipofilicos. El higado es, ademads, el 6rgano principalmente encargado de
destoxificar el organismo, eliminando sustancias de desecho y xenobidti-
cos mediante transformacion metabdlica y excrecion biliar. Como regu-
lador importante de la concentracién plasmatica de glucosa y amonio, el
higado es esencial para la funcionalidad del cerebro. La pérdida de la
funcion hepatica conduce a la encefalopatia hepéatica crdénica y eventual-
mente al coma. La amplia variedad de funciones llevadas a cabo por el
higado, que son demandadas por el resto del organismo, ha tenido que ser
asegurada por eventos evolutivos, los cuales han otorgado a este 6rgano
una capacidad extraordinaria de regeneracion, en respuesta a la pérdida de
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la masa hepatica. Esta capacidad es operativa en todos los vertebrados, y
se desencadena en casos de trasplante hepdatico, cuando higados pequefios
se trasplantan en receptores de mayor tamafio de la misma especie.

El hepatocito es la célula del parénquima hepético que se encuentra en
el higado en mayor proporcion y la que realiza la mayor parte de las funcio-
nes, constituyendo el 80% de las células hepaticas. El otro 20% lo constitu-
yen las células no parenquimaticas, que incluyen las células de Kupffer, los
lipocitos (células Ito o estrelladas), las células endoteliales, las células Pit y
las células del canaliculo biliar. Las células endoteliales recubren los vasos
circulatorios intrahepdticos, denominados sinusoides, estructuras que pro-
porcionan una amplia superficie para la absorcién de los nutrientes. Las
células de Kupffer, los macréfagos residentes en higado, se encuentran tam-
bién en los sinusoides y son esenciales para la fagocitosis de particulas ex-
trafias y organismos infecciosos, y para la produccion de citoquinas. Los
lipocitos poseen varias funciones, entre ellas el almacenamiento de vitami-
na Ay la produccién de la matriz extracelular. Todos estos tipos de células
hepaticas se activan en casos de lesion hepatica y, especialmente los lipoci-
tos, son las células que producen la mayoria de factores que conducen a la
fibrosis hepatica [1-3].

CAPACIDAD PROLIFERATIVA DEL HIGADO

El hepatocito adulto de los mamiferos posee larga vida (300-400 dias),
es muy activo desde el punto de vista transcripcional y en condiciones nor-
males, su capacidad de replicacion del DNA es muy baja. Sin embargo, en
respuesta a cualquier tipo de lesion, toxica o virica, que implique la pér-
dida de sus propias células, pone en funcionamiento inmediatamente su
capacidad proliferativa con una intensidad que depende de la magnitud de
la lesion. La extraordinaria capacidad regenerativa del higado es un pro-
ceso surgido a lo largo de la evolucion para proteger a los animales de los
catastréficos resultados de la necrosis hepatica causada por efecto de las
toxinas de los alimentos.

El higado es capaz de modular su masa de acuerdo con los requeri-
mientos funcionales, bien proliferando en condiciones de deficiencia fun-
cional, o bien sufriendo la apoptosis en casos de exceso. En ambos casos
el higado se remodela para preservar su arquitectura y organizacion histo-
l6gica. Aunque son los hepatocitos los primeros en responder a la agre-
sién, cada tipo celular de los anteriormente mencionados posee también la
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capacidad de entrar en estado proliferativo para restaurar la masa y funcién
hepaticas, de manera que todas las células hepdticas se consideran que
poseen caracteristicas innatas de células madre.

La masa hepdtica total se encuentra estrictamente regulada por meca-
nismos promitéticos y apoptoticos. En animales parabidticos, a los que por
cirugia se les ha provocado la circulacion compartida, si se elimina el 85%
de uno de los higados, se desencadena el crecimiento compensatorio del
higado remanente y del higado normal del otro animal con el que compar-
te la circulacién [4, 5]. M4s atin, cuando estos dos animales se separaron
de la circulaciéon compartida, el animal superviviente normal redujo su
higado hipertrofiado hasta un tamafio, que en roedores es el equivalente al
5% de la masa corporal. En humanos, cuando se realiza un trasplante con
un higado de menor tamatfio, éste crece rapidamente para acomodarse a las
necesidades del receptor [6, 7]. Por el contrario, higados de gran tamafio
trasplantados a receptores pequefios sufren la apoptosis hasta alcanzar la
relaciéon normal de masa hepdtica/masa corporal, que en humanos es
aproximadamente 2,5% [6]. Esto demuestra que, tanto en animales como
en humanos, la masa hepatica se encuentra regulada de manera estricta,
merced a la notable capacidad que posee el higado para crecer o reducir
su tamafio en respuesta a las demandas metabdlicas después de una lesion
hepatocelular o de situaciones de exceso de masa funcional, cosa que
puede ocurrir después de una pérdida masiva de peso corporal [8].

Se ha observado que muchas de las citoquinas y factores de crecimien-
to que son criticos en modelos experimentales de regeneracion hepética,
se expresan también en humanos [9], lo que indica que los mecanismos
que controlan el crecimiento del higado se mantienen a través de las es-
pecies. La mayor diferencia entre las especies se manifiesta en el curso del
tiempo en el que se muestra el punto maximo de sintesis del DNA. Asi,
en roedores, este maximo se registra entre las 24 y las 40 horas y en
humanos entre las 180 y las 200 horas después de la hepatectomia. Estas
diferencias se han detectado también en el transcurso de la regeneracion en
casos de trasplante xenogenéico de hepatocitos seguido de hepatectomia
parcial del higado enraizado [10]. Aunque las sefiales de la especie recep-
tora son suficientes para inducir la regeneracién en hepatocitos xenogenéi-
cos, los hepatocitos trasplantados sufren la mitosis a la velocidad de su
especie original. De esta manera, si se trasplantan hepatocitos de una rata
a un raton receptor, el punto mdximo de sintesis del DNA se verificard a
las 24 horas de la hepatectomia, como si los hepatocitos estuvieran su-
friendo la mitosis en la rata. En animales sanos, los higados trasplantados
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sufren la regeneracion hepética sin complicaciones con poca mortalidad
perioperativa. Las précticas quirtrgicas hepaticas, realizadas en humanos,
describen una mortalidad perioperativa menor del 4% después de la resec-
cién hepdtica en pacientes relativamente sanos o en donantes vivos [11].
Sin embargo, se ha descrito que las complicaciones y la mortalidad se
elevan en pacientes con disfunciones hepdticas preexistentes y/o malnu-
tricion. Por ejemplo, el higado graso no alcohdlico acarrea un 10% de
mortalidad [12] y la cirrosis asociada con disfuncién hepdtica acarrea
un 30-100% de mortalidad, después de la minima reseccién hepdtica u
otras cirugias [13]. Por tanto, se considera que un indicio de cirrosis es una
importante contraindicacién para llevar a cabo un trasplante o reseccion
hepdticas [11].

Aunque la funcién hepética aparece virtualmente normal después de la
hepatectomia parcial, no puede haber supervivencia sin regeneracion. En
todos los animales estudiados, y esto puede también aplicarse a humanos,
el fallo en la restauracién de la masa y funcién hepdticas conduce invaria-
blemente a la muerte. Alteraciones en la regeneracidn hepética se observan
en algunas enfermedades, como higado graso no alcohdlico, cirrosis, infec-
cién hepdtica, malnutricion, etc., con mayor muerte celular, retraso en la
mitosis y un retorno mds lento a la masa hepatica normal. El mejor cono-
cimiento de las sefales implicadas en la regeneracion normal del higado
y de las limitaciones de la respuesta regenerativa en pacientes con en-
fermedad hepética ha de conducir a menor mortalidad perioperativa y po-
tenciard el nimero de pacientes capaces de sufrir la regeneracion hepatica
y sobrevivir a la reseccion y al trasplante. Las resecciones quirdrgicas en
humanos tienen lugar en casos de transplantes o de eliminacién de tumo-
res. Los ejemplos mas tipicos de deficiencia funcional debida a necrosis
celular y tisular sin alteracion aparente de la masa hepdtica, ocurren en
casos de muerte masiva de los hepatocitos ocasionada por la accién de
agentes hepatotoxicos (fdrmacos y xenobidticos) o de virus. En todas estas
condiciones, los hepatocitos quiescentes experimentan una transicion hacia
el estado proliferativo, replican su DNA y se dividen para restaurar las
células destruidas y la capacidad funcional del higado. La capacidad fun-
cional es, sin embargo, un pardmetro relativo, ya que la regulacién del
crecimiento tiene su base en la relacién masa hepatica/masa corporal. El
valor 6ptimo de este cociente indica que el higado ha alcanzado un estado
en el cual puede realizar el trabajo metabdlico necesario para atender a las
demandas funcionales del organismo. La regulacion de la masa y funcién
hepéticas no se manifiesta solamente por el control del crecimiento, ya que
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cuando la masa excede de los requerimientos funcionales del organismo,
el higado ha de perder dicha masa (c€lulas), para restaurar el cociente
higado/cuerpo. Esto sucede en casos de hiperplasia o hipertrofia inducida
por farmacos estimuladores de la proliferacion celular (fenobarbital), una
vez que finaliza el tratamiento terapéutico. La eliminacidn del estimulo del
crecimiento causa la muerte celular por apoptosis de los hepatocitos en
exceso, hasta la restauracién de la masa normal [1-3].

La capacidad extraordinaria del higado de regenerarse después de sufrir
lesion o reseccion ha fascinado a los hepatélogos de todos los tiempos. La
alusiéon mds antigua a este fendmeno se encuentra en la Teogonia de
Hesiodo (750-700 A.C.). El Titdn Prometeo irritd a Zeus cuando robd
fuego del Olimpo para ofrecérselo a los primitivos humanos. Como casti-
go, fue encadenado a una roca en las montafias del Caucaso donde Zeus
le atorment6 envidndole un buitre que le devoraba cada dia las entrafias (el
higado). Por la noche, el higado se regeneraba para permitir que continua-
se la tortura el dia siguiente (Figura 1) [14].
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Ficura 1. Copa de cerdmica laconica en Esparta en la primera mitad del siglo VI A.C. y
atribuida a Archesillas 11, donde se muestra el castigo de Prometeo. Museo del Vaticano [14].

Los primeros datos sobre la documentacion cientifica de la capacidad
hepética de regenerarse no se consiguieron hasta 1890 [15]. A pesar de su
gran actividad metabdlica, el higado es un 6rgano quiescente, en términos
de proliferacion celular, ya que en condiciones normales menos de un 1%

39



BASES CELULARES Y MOLECULARES DE LA REGENERACION HEPATICA

de hepatocitos se encuentran en estado proliferativo [16, 17]. Este recam-
bio celular tan bajo en higado sano puede alterarse por lesidon tdxica,
infeccién virica o reseccidn quirirgica, lo cual origina un cambio subito
hacia un estado proliferativo con el objeto de recuperar la masa hepatica
original. La recuperacion se logra de manera rdpida en periodos de cinco
a siete dias después de la pérdida de las dos terceras partes del higado por
reseccion quirdrgica. La respuesta regenerativa se inicia con la prolifera-
cién de los hepatocitos supervivientes en el interior de la arquitectura
acinar del higado remanente. En el caso de hepatectomia parcial, este
fendmeno da como resultado la hipertrofia del higado remanente. La pro-
liferacion cesa una vez que la masa y funcién hepaticas alcanzan la frac-
cién especifica de la especie y la edad de la masa total del organismo.

MODELO EXPERIMENTAL DE REGENERACION HEPATICA.
HEPATECTOMIA PARCIAL

El modelo experimental en el que se muestra con mds claridad el
fendmeno de la regeneracion hepdtica es la hepatectomia parcial del hi-
gado en rata, descrito por Higgins y Anderson en 1931 [18]. En este
modelo dos tercios del higado se eliminan por cirugia y el higado rema-
nente crece hasta que se restaura la masa hepdtica original. Una vez res-
taurada, aproximadamente una semana después de la reseccidn quirtrgica
en higado normal, el proceso regenerativo se detiene.

La reseccion hepdtica o hepatectomia parcial reduce la masa hepatica
pero no lesiona las células, es decir, no produce necrosis hepatocelular. En
este modelo la reseccion quirdrgica elimina masa hepdtica, al extirpar dos
de los segmentos hepdticos, con lo cual los segmentos que permanecen se
encuentran sometidos a un incremento en el flujo y presiéon de sangre
portal. La hepatectomia parcial es hasta la fecha el modelo experimental
mas cercano de regeneracion hepdtica, que no va acompaifiada de lesion
hepatocelular y es por tanto el modelo preferido para estudiar in vivo la
respuesta regenerativa. En el modelo de hepatectomia mds utilizado se
separan mediante ligadura los 16bulos izquierdo y medio y posteriormente
se escinden. Esto permite la eliminacion del 70% de la masa hepatica sin
producir lesién aparente.

Estrictamente hablando, el término regeneracién hepatica debe ser apli-
cado a la neoformacion de pérdidas de tejidos u érganos en el adulto, es
decir, a la regeneracion epigenética. Este fendmeno es prominente en anfi-
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bios, que pueden regenerar la cola, miembros e incluso lentes oculares, pero
este tipo de regeneracion epigenética no se ha observado en mamiferos. Des-
pués de la hepatectomia parcial, no se forman nuevos 16bulos ni se forman
nuevas arterias hepdticas. En la rata, cuando se eliminan 16bulos hepaticos,
los 16bulos remanentes sufren una hiperplasia compensatoria que da lugar a
que aumente su masa, hasta que ésta llegue a alcanzar la del higado origi-
nal. Lo mismo ocurre en humanos después de hepatectomia parcial o des-
pués de recibir un injerto pequefio. Esta hiperplasia compensatoria hepatica
no es diferente de la que ocurre en la glandula adrenal después de la adrena-
lectomia unilateral, o de la del tiroides u otras glandulas [1, 2].

REGENERACI(')N HEPATICA INDUCIDA POR AGENTES
HEPATOTOXICOS

La propiedad del higado de regular el nimero de sus células y su
crecimiento es Unica y especialmente notable porque los hepatocitos son
células quiescentes, que en estado normal se dividen muy poco. Sin em-
bargo, a pesar de ello, el higado no pierde su capacidad proliferativa y su
adaptabilidad a demandas metabdlicas variables. Son muchas las situacio-
nes en las que tienen lugar alteraciones de la masa hepatica. Pérdidas de
esta masa ocurren en casos de eliminacion quirdrgica del tejido hepético
(hepatectomia). Otra pérdida de células hepéticas por necrosis acompaifiada
por una deficiencia funcional, es la causada por hepatotoxicos (Figuras 2
y 3) y por virus. La pérdida de masa hepatica inducida por administracion
de agentes hepatotdxicos (tetracloruro de carbono, tioacetamida, etc.), va
unida a una respuesta inflamatoria en la que intervienen los fagocitos re-
sidentes (células de Kupffer) y los circulantes (neutr6filos), para eliminar
los residuos celulares producto de la necrosis hepatocelular. Esta reaccion
inflamatoria precede a la respuesta regenerativa que se desencadena inme-
diatamente después. En la mayoria de los casos, la secuencia de aconteci-
mientos que tiene lugar en el higado cuando una hepatotoxina ingresa en
el organismo puede resumirse de la siguiente manera:

AGENTE HEPATOXICO (FARMACO)—
BIOTRANSFORMACION—
ESPECIE QUIMICA REACTIVA + ROS—
MUERTE CELULAR (APOPTOSIS Y/O NECROSIS (Figuras 2 y 3)—
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INFLAMACION—

TRANSICION DEL ESTADO QUIESCENTE AL PROLIFERATIVO—
PROLIFERACION HEPATOCELULAR—>
REGENERACION TISULAR—

RESTAURACION DE LA FUNCION HEPATICA

El primer paso en esta secuencia es la biotransformacién del téxico en
especies quimicas reactivas, producto de la acciéon de las monooxigenasas
microsOmicas de funcién mixta dependientes del citocromo P-450 o de
flavinas. Estas especies son las que van a desencadenar la toxicidad. Entre
estas especies cabe distinguir: (a) los compuestos electrofilicos, productos
de la biotransformacion de los hepatotoxicos, tales como el tetracloruro de
carbono (CCl,), la tioacetamida, el acetaminofeno, etc.; (b) radicales libres
derivados de sustancias como el tetracloruro de carbono, y (c) especies
activas de oxigeno (ROS) formadas por adicién de electrones al oxigeno
molecular [1-3].

Figura 2.  Corte de higado que muestra una zona necrosada que rodea el terminal venoso
(necrosis perivenosa) con infiltracion de neutrdfilos, inducida por administracion intra-
peritoneal de una dosis subletal de tioacetamida (500 mg/Kg) a una rata (Hematoxilina &
eosina x 200 aumentos) (Sanz et al., 1998) [19].
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FiGura 3. Lesion hepdtica inducida por cocaina en ratas. A: Corte de higado obtenido a las
24 horas de la administracion de una dosis de cocaina (60 mg/kg) a una rata, donde se
muestra la zona de necrosis que rodea al terminal venoso (necrosis perivenosa). B: Corte de
higado obtenido a las 24 horas de la administracion de una dosis de cocaina (60 mg/kg) a
una rata, que sufrid tratamiento previo con fenobarbital durante cinco dias en el agua de
bebida (1 g/litro), donde se muestra la zona de necrosis que rodea al terminal porta (necrosis
periportal). Adyacente al terminal porta aparecen el canaliculo biliar y la arteriola hepdtica.
Hematoxilina eosina x 200 (Cascales, resultados no publicados).

La forma bdsica de la respuesta hepdtica ante la presencia de un téxico
es la induccién de los sistemas enzimadticos relacionados con su metabo-
lismo, lo cual acelera su biotransformacion y con ello su hepatotoxicidad.
La generacion de especies reactivas promueve la disminucién del glutation
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intracelular, la elevacion del calcio citoplasmatico, la peroxidaciéon lipidica
de las membranas y una serie de reacciones encadenadas que traen consigo
la desaparicion del glucégeno, la disminucion del ATP y el descenso del
estado energético de la célula hepdtica. Esta serie de eventos origina, pre-
via activacion de proteasas y lipasas, la destruccion de la membrana y la
muerte celular. La elevacién sostenida del calcio citoplasmatico se asocia
con la activacion de enzimas dependientes del calcio, como la fosfolipa-
sa A,, la glucégeno fosforilasa, las endonucleasas, etc., que provocan la
ruptura de la membrana plasmatica y la fragmentacién de la molécula del
DNA (apoptosis). Por otro lado, las elevaciones transitorias del calcio
intracelular intervienen en la progresion de la division celular en las tran-
siciones G1 — S y G2 — M. Inmediatamente después de la muerte celular
se inicia la proliferaciéon hepatocelular para restablecer las poblaciones
celulares que han sido destruidas y con ello restaurar la funcién hepatica.
En caso de ausencia de proliferacion celular, la lesion celular progresa y
puede conducir a la muerte del organismo [1-3]. La sincronia de la proli-
feracion hepatocelular postnecrética depende de la intensidad de la lesion
hepética y depende también del agente hepatotdxico utilizado.

POTENCIAL REPLICATIVO DE LOS HEPATOCITOS

La hepatectomia parcial en higado sano induce la replicacién del 95%
de los hepatocitos. De esta manera se ha llegado a calcular que con dos
rondas de replicacién se completa la restauracion de la masa hepatica.
Como en la hepatectomia parcial se eliminan los dos tercios del tejido
hepatico, para la restauracion del tejido original, en teoria se necesitarian
1,66 rondas de division por hepatocito remanente. La mayoria de los he-
patocitos en los 16bulos residuales (95% en ratas jovenes y 75% en ratas
viejas), participan en una o dos rondas de proliferacién [20]. Sin embargo,
estos estudios tedricos no exploran la capacidad replicativa total de los
hepatocitos. En casos en los que se han realizado trasplantes seriados de
hepatocitos en higado, se ha demostrado que algunas poblaciones de estas
células poseen una capacidad de replicacion muy elevada, a diferencia de
las células de otros tejidos. Estudios originales en ratones transgénicos con
supresion somdtica del transgen que codifica para la uroquinasa activado-
ra del plasmin6égeno (uPA), han estimado que la repoblacién del higado
puede conseguirse con un nimero pequeiio de hepatocitos trasplantados,
que pueden sufrir de 12 a 18 rondas de replicacién [21]. En otro modelo
de lesion hepdtica causada por tirosinemia, se ha encontrado que los tras-
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plantes seriados de hepatocitos dieron lugar a 69 rondas de replicacion,
una increible expansion masiva de c€lulas equivalente a la de las células
madre hematopoyéticas [22].

Aparentemente la capacidad replicativa de los hepatocitos estd regu-
lada, en parte, por la capacidad de sus telémeros cromosémicos para per-
manecer en un estado competente de replicacion. Ratones knockout en el
gen de la telomerasa ribonucleica (mTR) actuaron aparentemente de forma
normal [23], pero después de seis generaciones la disfuncion de la telome-
rasa se manifestd, afectando a tejidos altamente proliferativos como la
médula 6sea y el intestino. El desarrollo hepatico fue normal en estos
ratones, pero cuando se cruzaron con el trasgen Alb-uPA que causa incre-
mento del recambio de los hepatocitos, los higados de las generaciones
tardias mTR" fracasaron en proporcionar suficiente nimero de hepatocitos
con capacidad replicativa para superar el elevado requerimiento de recam-
bio hepatocitico y se observé también un incremento en la apoptosis he-
patocelular. Después de hepatectomia parcial los higados mTR”™ mostraron
una regeneracion retrasada y una progresion reducida hacia la mitosis, lo
que dio lugar a la formacién de husos mitéticos aberrantes.

Casos en los que se administraron agentes hepatotoxicos tales como
retrorsina o galactosamina, que disminuyen la capacidad replicativa de la
mayoria de los hepatocitos normales, se activé una poblacién de células
denominada células ovales con objeto de restaurar la masa hepdtica. Estu-
dios sobre repoblacion hepatica en trasplantes sugieren que células madres
procedentes de la médula 6sea tienen también capacidad para diferenciarse
en linajes hepatociticos [24].

Utilizando la hepatectomia parcial hasta sus limites se ha observado
que el higado de rata se regener6 cada vez en doce hepatectomias secuen-
ciales [25]. Esto se ha demostrado en los dos modelos de ratén, citados
anteriormente, en los cuales los higados fueron incapaces de mantener la
vida del animal por defectos inducidos experimentalmente. En uno de
estos modelos, bajo la influencia de un promotor de la albimina, se expre-
saron grandes cantidades de uroquinasa. El otro es un modelo de tirosine-
mia hereditaria tipo I, enfermedad hepética recesiva letal causada por una
deficiencia de fumarilacetoacetato hidrolasa. Un nimero determinado de
hepatocitos fueron inyectados en esos higados, que entraron en crecimien-
to clonogénico, crearon nédulos, restauraron la masa hepética y salvaron
al animal. En el modelo de la tirosinemia se observé que unos 1.000 he-
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patocitos fueron suficientes para generar nddulos de células normales,
colonizar y salvar el higado estableciendo la arquitectura normal [21].
Células procedentes de nddulos de primera generacion de hepatocitos
normales se aislaron y trasplantaron en serie a otro ratén. Estas células
obtenidas a través de cuatro generaciones de trasplantes seriados, pudieron
también salvar al animal, a pesar de haber sufrido una expansion clonal en
otro ratén. Cédlculos matemadticos obtenidos a partir de estos modelos han
establecido que los hepatocitos maduros pueden replicarse indefinidamen-
te. Un solo hepatocito después de 34 divisiones da lugar a 1,7 x 10"
células [25]. Considerando que un higado normal de rata posee unos 3 x
10® hepatocitos, se calcula ficilmente que un solo hepatocito de rata en
estas condiciones experimentales posee suficiente capacidad clonogénica
para generar 50 higados de rata. Estudios en cultivo han demostrado tam-
bién que los hepatocitos bajo la influencia de los factores de crecimiento
HGF (Hepatocyte Growth Factor) y EGF (Epidermal Growth Factor), se
desdiferencian, sufren multiples rondas de proliferacion, se expanden de
manera clonal y se rediferencian para formar hepatocitos maduros o inclu-
so estructuras ductulares. Todos estos hallazgos demuestran el potencial
clonogénico ilimitado del hepatocito, y que los hepatocitos maduros no
son células diferenciadas terminales ya que pueden proliferar para asegurar
su propia preservacion.

FACTORES IMPLICADOS EN LA TRANSICION AL ESTADO
PROLIFERATIVO

El higado puede restaurar la pérdida de sus propias células mediante
el mecanismo de regeneracion hepatocelular, capacidad considerada de
relevancia fisiolégica en numerosas enfermedades hepaticas, tales como
hepatitis aguda, virica y alcohdlica, alteraciones metabdlicas o después de
cirugia hepatica. En el modelo de regeneracién hepatica producido por
hepatectomia parcial en el que se elimina el 70% del higado en ratas, los
hepatocitos remanentes sufren una transicion desde el estado quiescente al
proliferativo y entran en el ciclo celular de manera sincronoma. La sintesis
del DNA comienza a las 12-16 horas después de la hepatectomia y alcanza
su maximo a las 24-48 horas. La iniciacion de la mitosis se registra seis
a ocho horas més tarde que la sintesis del DNA. Tres dias después de la
hepatectomia, la masa celular original del 6rgano se encuentra casi restau-
rada. Sin embargo, en este momento de la regeneracidn hepdtica, la histo-
logia del higado difiere sustancialmente de la normal. Los hepatocitos se
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encuentran agrupados formando racimos no vascularizados de 10 a 14
células y la cantidad de matriz extracelular se encuentra claramente dismi-
nuida como consecuencia de que la proliferacion de los hepatocitos se ha
verificado sin una simultdnea sintesis de esta matriz. A partir de este
momento, la intensidad de la proliferacion de los hepatocitos decae y los
lipocitos migran al interior de los racimos. Es ahora cuando se comienzan
a formar nuevos ramales vasculares y la histologia hepdtica normal se va
restableciendo poco a poco de manera que a los 8-10 dias de la reseccion
quirtrgica el higado muestra una arquitectura normal [1-3].

La activacion de factores de transcripcidn preexistentes en forma laten-
te juega un papel primordial en la adquisicién de la competencia prolife-
rativa en los hepatocitos, es decir, el paso del estado quiescente normal
al estado proliferativo [16, 17]. Esta transicidn se verifica por induccién
de varios genes tempranos inmediatos relacionados con el ciclo celular.
El factor de transcripcion NFxB (Nuclear Factor -kB) juega un papel im-
portante en la regeneracion hepdtica en base a una fuerte induccién de la
unién del NFxB al DNA [26]. Se ha demostrado que uno de los inductores
mds potentes de la activacion del NFkB es el TNFao (Tumor Necrosis Fac-
tor @), citoquina cuya intervencion en la proliferacion celular se ha demos-
trado en base a los siguientes hallazgos: que los anticuerpos anti-TNFa
inhibieron la regeneracion hepdtica posthepatectomia; que se detecté un
incremento rdpido del mRNA del TNFo durante la proliferaciéon hepdtica
inducida por mitégenos; y que tratamientos repetidos con TNFo recombi-
nante indujeron la proliferacion hepética in vivo [27].

La notable respuesta del higado a la agresion téxica necrogénica, pro-
ducida por farmacos o xenobidticos, puede ser considerada como el prin-
cipal mecanismo de defensa. Mediante la induccién de la proliferacion de
los hepatocitos remanentes el higado estd capacitado para recuperar su
masa y celularidad inicial. Durante mucho tiempo se ha creido que la
deficiencia en la masa hepatocelular era el agente desencadenante de la
expansion de las células remanentes, pero en caso de higado de ratén
transgénico con una supresion somadtica [21], se inicia la regeneracion sin
que existan cambios en el peso o en el nimero de células hepaticas, lo que
indica que el agente desencadenante tiene que ser alglin indicador de la
funcién hepatica y que s6lo cuando la masa hepética satisface la demanda
de funcionalidad requerida por el organismo, es cuando la proliferacion
celular cesa en respuesta a la sefial que indica que la regeneracién estd
completa.
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El modelo de ratones transgénicos puede ser utilizado para el estudio
de las sefales implicadas en la regeneracion hepdtica y en la naturaleza de
la respuesta celular, aunque el estimulo méds comun para la division, que
afecta al parénquima hepdtico, es la pérdida de las propias células del
higado. La pérdida de las células hepdticas puede deberse a tres causas:
infeccidn, intoxicacion quimica o hepatectomia parcial. A pesar de la di-
ferencia entre ellas, la respuesta celular es aparentemente la misma en
cualquiera de estos tres casos. Como se indicé anteriormente, el modelo
maés utilizado para el estudio de la respuesta proliferativa sincrénoma se
consigue en ratas por hepatectomia de porciones de higado que pueden
llegar hasta un 70% de la masa total [20]. La regeneracion hepdtica puede
inducirse experimentalmente también mediante la administracién de agen-
tes quimicos hepatotéxicos que producen, segin la dosis administrada, di-
versos grados de necrosis.

La proliferacion del parénquima hepatico comienza en las zonas peri-
portales y se desplaza posteriormente hacia las dreas perivenosas. De esta
manera, en un plazo de dos a tres semanas, el segmento hepdtico remanen-
te recupera tanto el nimero de células como el peso originario del higado.
En el curso de esta hiperplasia compensatoria, el 90% de los hepatocitos
se divide entre las 24 y las 48 horas después de la hepatectomia [18, 28].
Para entender la regulacion del crecimiento hepatico después de la hepa-
tectomia parcial es fundamental conocer los cambios, que tienen lugar en
la funcién del hepatocito. La regeneracion hepdtica in vivo parece presen-
tar una respuesta bifdsica. Durante la primera ronda de division, son los
hepatocitos las tnicas células hepaticas que se encuentran involucradas en
la replicacion del DNA (fase S con médximo a las 24 horas) y en la acti-
vidad mitética (fase M con maximo a las 30 horas). La segunda ronda
mitdtica, que es menos sincronoma, ocurre mas tarde y en ella participan
todas las células hepdticas, parenquimdticas y no parenquimaticas. De esta
manera las células no parenquimadticas, que constituyen el 20% de las
células hepaticas, se replican después que los hepatocitos. Las células de
Kupffer, los lipocitos (células estrelladas o células de Ito) y las células
de los conductos biliares, replican su DNA a las 48 horas y las células en-
doteliales son ain mas tardias en sufrir la replicacion. A los tres dias de
la reseccion quirdrgica el higado ha alcanzado més de la mitad de las
células perdidas, y el proceso regenerativo finaliza a los ocho a diez dias
(Figura 2) [29].
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Figura 4. Cronologia de la replicacion de las diferentes células hepdticas después de la he-
patectomia parcial. Michalopoulos y De Frances [17].

Después de la administracion de una dosis elevada de un hepatotoxico,
el higado sufre un proceso de necrosis hepatocelular infligida por el me-
canismo de bioactivacién de la toxina (Figuras 2 y 3). Inmediatamente
después, y por mecanismos atn no completamente esclarecidos, el higado
responde estimulando la proliferaciéon y con ello la regeneracion hepatoce-
lular (Figura 5). A dosis débiles del hepatotéxico, la necrosis afecta sélo
a pocas células y la regeneracion tiende a iniciarse aproximadamente a las
seis horas, desapareciendo a las veinticuatro horas los sintomas de lesion.
Es frecuente que reaparezca con posterioridad alguna muestra de lesion
remanente y que entre las treinta y seis y las cuarenta y ocho horas tenga
lugar una segunda fase de division celular. La regeneracién hepdtica va
unida la resistencia a la accion citotoxica de agentes quimicos. Por tanto,
ademads de la reposicion de las células y de la restauracion de la morfologia
hepatolobular, merced a la resistencia que poseen las nuevas células, el
tejido hepdtico se encuentra capacitado para superar la inminencia de una
agresion toxica en las fases posteriores, evitando, por una parte, la expan-
sién de la lesion y por otra, acelerando el proceso de la recuperacion total.
La aparicion del fenotipo resistente en los hepatocitos es una respuesta
adaptativa del higado frente a una amplia variedad de xenobiéticos. Esta
resistencia es un mecanismo de adaptacion clonal (gen mdrl) para sobre-
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vivir en un ambiente hostil, el cual se encuentra involucrado en la promo-
cién tumoral y en la resistencia a la quimioterapia de muchos cdnceres
humanos [30].

Ficura 5. Corte de higado de rata obtenido a las 48 horas de la administracion de una dosis
subletal de tioacetamida (500 mg/Kg), donde se muestra en el centro un hepatocito en division
cerca de la zona de la lesion (dngulo superior izquierda) (Hematoxilina eosina) (Sarrion,
1996) [31].

Otra forma de proliferacion hepatocelular es la debida a productos
quimicos capaces de producir hiperplasia, como es el caso del fenobarbi-
tal, cuya administracién produce la induccién de las monooxigenasas de-
pendientes del citocromo P-450, con un aumento en el tamafio del higado,
debido a hiperplasia e hipertrofia [32, 33]. Otro farmaco, el clofibrato,
induce la proliferacién de peroxisomas en ratas y ratones [34]. Estos fe-
némenos no se asocian con una necrosis detectable microscopicamente, o
con alteraciones enzimdticas. La hiperplasia se puede reconocer por un
incremento en la mitosis y por cambios en el citoplasma que indican que
existe una induccién enzimdtica. En el caso del fenobarbital, cuando se
interrumpe su administracion, el exceso de células en el higado hipertro-
fiado sufre apoptosis [35].

Se ha descubierto un método utilizado como diagnéstico de rutina que
permite detectar células en proliferacion y evaluar la regeneracion hepatica
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en muestras humanas. Este método utiliza anticuerpos monoclonales frente
a un antigeno nuclear de células proliferantes (PCNA), factor auxiliar de
la DNA polimerasa. La deteccién inmunohistoquimica de este antigeno no
depende de la incorporaciéon de marcadores externos, como la bromodeo-
xiuridina o la timidina tritiada y se ha demostrado que algunos anticuerpos
anti-PCNA pueden aplicarse con éxito a tejidos fijados con formol e in-
cluidos en parafina [36].

Pérdida de células hepaticas
(dosis necrogénicas de hepatotéxicos o hepatectomia parcial)

Mayor actividad metabdlica para mantener la homeostasis
Liberacion y efecto de \cl:,itoquinas TNFo e IL-6
Generacion de ROS por la mitocondria
Activacion del NFxB y otros

Expresion de genes tempranos

Progresién del ciclo celular
(Factores del crecimiento)

Proliferacion de los hepatocitos
\!
Restauracion de la funcionalidad hepdtica

\J

Demanda metabdlica normal
Cese del crecimiento

Esquema que muestra la secuencia de acontecimientos que desencadenan la regeneracion he-
pdtica en relacion con las demandas metabdlicas y las seiiales mitogénicas [37].
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CICLO DE DIVISION CELULAR

La proliferacion celular en condiciones normales requiere la accién de
citoquinas y factores de crecimiento, los cuales promueven la activacion
ordenada de proteinas reguladoras que controlan la transicion a través de la
fase G1 del ciclo celular. Después que las células han superado el punto de
restriccion al final de G1, las células pueden progresar en el ciclo, incluso
en ausencia de los factores del crecimiento. Es importante, por tanto, cono-
cer las bases bioquimicas que controlan el paso a través del punto de restric-
cién, cuando se quiere profundizar en los mecanismos del ciclo de division
celular. Son muchos los estudios que han atribuido a la proteina retinoblas-
toma (RB) y al factor de transcripciéon E2F, el papel de mediadores clave
del punto de restriccion [38]. La fosforilacion de RB al final de la fase Gl1,
promueve la liberacion de E2F, el cual, una vez libre, puede regular la trans-
cripcion de genes necesarios para la progresion en la fase S. La fosforila-
cién de RB la realizan complejos ciclina/quinasas dependientes de ciclina
(CDK) [39]. En muchos tipos celulares es la ciclina D1 la que se expresa
durante la fase G1 por accion de los factores del crecimiento, y actiia como
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Figura 6. Ciclo de division celular. Mecanismos pRB (A) Regulacion del ciclo celular por
ciclinas y proteinas asociadas. R, punto de restriccion; CDK, quinasas dependientes de ci-
clinas; GO, fase quiescente; Gl, fase que precede a la sintesis del DNA; S, fase de sintesis del
DNA; G2, fase que precede a la mitosis; M, fase de mitosis. (B) Papel de los complejos
ciclinas CDK y de los inhibidores de las CDK en la regulacion del ciclo. RB proteina
retinoblastoma; E2F, factor de transcripcion. pRB y p53 proteinas supresoras de tumores.
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mediador clave intracelular de las senales extracelulares, tales como las emi-
tidas por mitogenos, que regulan la proliferacion. Los complejos de la cicli-
na D1 con las quinasas CDK4 y CDKG6, una vez activados, son capaces de
fosforilar a la proteina RB [40] (Figura 6).

En animal adulto, los hepatocitos se encuentran muy diferenciados y
realizan numerosas funciones metabdlicas esenciales. En higado normal los
hepatocitos raramente se dividen, aunque retienen una capacidad similar
a las de las células progenitoras, que se pone de manifiesto en respuesta a
agresiones que reduzcan la masa hepdtica funcional. Es esta una caracteris-
tica de los hepatocitos que los distingue de otros tipos de c€lulas parenqui-
maticas diferenciadas. El control de la proliferacion de los hepatocitos en el
higado es un proceso enormemente complejo y todavia no completamente
esclarecido, pero estudios recientes en modelos de hepatectomia con anima-
les manipulados genéticamente estdn tratando de ofrecer una panordmica
mads clara de los acontecimientos que promueven la entrada en el ciclo celu-
lar [8, 9]. La transicién GO-G1 y la progresion al inicio de G1 parece que se
encuentra mediada por cambios en la matriz extracelular y por citoquinas
entre las que se encuentran el TNFo y la IL-6 (interleukin-6). La progresion
de los hepatocitos al final de G1 requiere la accién de factores del crecimien-
to e implica la activacion de los complejos ciclina/quinasas dependientes de
ciclina. Los hepatocitos en cultivo primario proliferan facilmente en respues-
ta a mitogenos tales como HGF y EGF. Recientemente se ha demostrado que
la ciclina D1 regula la progresion de los hepatocitos en las etapas terminales
de G1 en respuesta a mitdgenos. También hay que destacar que el control
de la proliferacion de los hepatocitos por la matriz extracelular puede estar
mediado también por la ciclina D1, lo que indica que esta proteina es un
mediador del que dependen las sefiales extracelulares que regulan la proli-
feracion celular. La induccion de la ciclina D1 puede ser el factor limitante
en la proliferacion de los hepatocitos. La velocidad de progresion a través
de G1 en hepatocitos se encuentra también controlada por la proteina p21.
Evidencias experimentales proponen que al menos dos componentes que
controlan la actividad del complejo ciclina/CDK regulan también la progre-
sién a través de G1: la ciclina D1 promueve la entrada en la fase S, mientras
que la p21 retrasa la transicion hacia la fase S [41].

La citocinética es el estudio del proceso de crecimiento, proliferacion,
diferenciacion, migracién y muerte de las células individuales y de pobla-
ciones de células. Los cambios en la cinética de las células durante la expo-
sicién a agentes toxicos puede ayudar a conocer su mecanismo de accién
y la patogénesis. Estos estudios se basan en el ciclo celular, que se define,
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como el tiempo entre el final de la mitosis de las células parentales, y el final
de la mitosis de las células hijas.

Para conseguir la multiplicacion por division, las células de cualquier
tejido abandonan el estado quiescente (G0) para entrar en el ciclo celular
y proceder a través de una serie de pasos consecutivos que culminan en la
mitosis. El ciclo celular se divide en cuatro fases: G1 o fase postmitética,
S o periodo de sintesis del DNA, G2 o fase premitética y M o mitosis. La
unica fase visible al microscopio es la mitosis. G1 es una fase de latencia
que precede a la replicacién del DNA, y las células en G1 tienen el mismo
contenido en DNA que las en GO. Durante G1 se verifican una serie de
cambios en la concentracion intracelular de iones, en el transporte de pro-
tefnas y nutrientes y en la sintesis de enzimas especificos para la sintesis
del DNA. Durante la fase S (sintesis del DNA) del ciclo celular, se verifica
la replicacion del DNA vy la sintesis de la mayoria de proteinas e histonas.
En un momento dado de una poblacién celular tumoral, algunas células se
encuentran al comienzo y otras finalizando la replicaciéon del DNA, de
manera que la distribucidn de las células respecto a su contenido en DNA
varia desde el contenido 2C de la fase GO/G1 hasta dos veces este conte-
nido (4C) de la fase G2/M. La fase G2 con dos veces el contenido G0/G1
de DNA es, de nuevo, una fase de latencia que precede a la mitosis sin
cambios en el contenido de DNA. En G2 tiene lugar la sintesis de RNA
y proteinas como preparacion para la mitosis y la reparacion de las lesio-
nes de DNA causadas por replicacién defectuosa o por agentes genotdxi-
cos. Finalmente, las células entran en mitosis (fase M), se dividen y las
células hijas vuelven a la fase GO (fase quiescente) o a la fase G1. Durante
la fase GO/G1 ocurren algunos cambios en la estructura de la membrana
celular, la sintesis proteica decrece y cesa la sintesis de RNA. En general,
la fase S, dura entre siete y ocho horas, la G,, entre dos y cuatro horas y
la M menos de una hora, mientras que la duracién de la fase G, es variable
(Figura 7).

El estudio, en un tejido dado, de la fraccion de células que participa
en el ciclo celular, es un concepto importante en el andlisis de la poblacién
celular. Esta fraccion se eleva tras la lesion celular durante la reparacion
compensatoria, siendo las células en GO las que se estimulan para partici-
par en el ciclo celular. La fraccién celular en crecimiento decrece cuando
finaliza la reparacion y la restauracién de la funcién del tejido. La mitosis
se puede observar por microscopia Optica sobre cortes de tejido tefiidos
con hematoxilina-eosina (Figura 5) y su evaluacion indica, como primera
aproximacion, el ritmo de proliferacion. El indice mitético muestra la
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Ficura 7. Ciclo de division celular. (A) fases del ciclo. (B) Relacion entre el contenido de
DNA (ordenadas) y la progresion en las fases del ciclo celular (abscisas). (C) Distribucion
ideal del DNA (histograma) de las poblaciones ilustradas en (B). Distribucion analitica del
DNA de una gran poblacion de célula, obtenida por citometria de flujo en células tratadas con
yoduro de propidio.

proporcion de mitosis en la poblacién celular total, en un tiempo concreto.
Este pardmetro se ha utilizado por nuestro grupo para la localizacién in-
traacinar de la mitosis en relacion con la zona necrosada [35, 42].

La citometria de flujo estd especialmente indicada para el estudio del
ciclo celular, usando lineas celulares o suspensiones de células simples,
obtenidas por medios fisicos o electronicos. El ciclo celular puede explo-
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rarse a lo largo de sus fases, GO/G1, S y G2 + M, marcando cada célula
con una tincién especificamente ligada al DNA. Esto permite clasificar las
poblaciones celulares en G1, S o G2. Otras tinciones ligadas a ambos,
DNA y RNA, como el naranja de acridina, permiten identificar poblacio-
nes en GO. La medida del DNA, célula por célula, en el ciclo celular, es
importante en los estudios de células cancerigenas porque las células ma-
lignas tienen alterado con frecuencia el contenido en DNA o su citociné-
tica. También las células en regeneracion post-necrética presentan notables
alteraciones en la ploidia [35, 43]. Para el andlisis del DNA se emplean
fluorocromos intercalantes o fluorocromos no intercalantes. Los fluorocro-
mos intercalantes, tales como el yoduro de propidio o el bromuro de etidio,
forman complejos con la doble hélice de DNA por intercalacién entre los
pares de bases. Para los complejos formados con el yoduro de propidio, las
longitudes de onda de médxima excitacién y emision son 545 y 623 nm,
respectivamente.

Entre los numerosos métodos descritos para la evaluacién del DNA, el
més utilizado es el de Vindelov et al. [44], que utiliza el yoduro de pro-
pidio y analiza la distribucion del DNA en fracciones de 10 6 50 x 1.000
células. Este fluorocromo presenta, sobre otros, las propiedades siguientes:
(a) es muy estable y puede ser excitado por un ldser de argén standard;
(b) produce histogramas con un coeficiente de variacion bajo y permite el
célculo de la actividad proliferativa; y (c) emite en la regién naranja-roja
del espectro, permitiendo asi el andlisis simultaneo del DNA y de antige-
nos celulares con anticuerpos marcados con isotiocianato-fluoresceina.

Es posible evaluar los cambios sobre la ploidia originados por dife-
rentes agentes quimicos: células con contenido normal de DNA (2C),
células con el doble del contenido del DNA normal (4C), y valores inter-
medios que se asignan a S (2C —> 4C), o fase S. Mediante la citometria
de flujo se ha podido detectar el efecto clastogénico, por el incremento
de la dispersion del contenido del DNA celular. En células en division, se
puede producir una distribucién desigual del DNA en las células hijas; esto
se puede detectar por un ensanchamiento en el pico obtenido para la fase
G1 del ciclo celular. También se puede detectar con rapidez, si se produce
una aneuploidia, en la poblacién celular que estd expuesta a un agente,
supuestamente toxico [45, 46].
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FUNCIONES HEPATICAS DURANTE LA REGENERACION

El higado es un 6rgano que posee una gran vitalidad y puede continuar
realizando sus funciones diferenciadas, ain cuando sus cé€lulas se encuen-
tren comprometidas en la proliferacion durante la regeneraciéon. En una
gran mayoria de células, por ejemplo, en los linajes hematopoyéticos, la
proliferacion no es compatible con la funcién diferenciada. Por eso, una de
las caracteristicas mds notables de los hepatocitos en el higado regenerante
es que estas células, a pesar de tener que replicarse, continiian realizando
todas las funciones esenciales indispensables para mantener la homeostasis
y atender a las demandas del organismo. Estas funciones incluyen la re-
gulacion de la glucosa, la sintesis de numerosas proteinas sanguineas, la
secrecion de la bilis, la biodegradaciéon de los compuestos toxicos, etc.
Hay que destacar también, que muy pocas alteraciones se observan cuan-
do s6lo el 30% del 6rgano permanece y de ese 30% el 90% de las células
se encuentran comprometidas en la proliferacion. Esta notable actividad se
debe a una organizacién compleja de eventos interactivos en los que se
encuentra implicada la matriz extracelular, su disolucién y resintesis y el
propio alineamiento y clasificaciéon de mds de 150 cromosomas en cual-
quier evento mitdtico dado (la mayoria de hepatocitos maduros en rata y
humano son poliploides, 4C y 8C) [16, 17].

(De qué manera es capaz el higado de realizar sus funciones mientras
se encuentra en pleno proceso regenerativo? Algunas pistas de como el
mantenimiento de la funcién diferenciada se mantiene durante la regene-
racion han sido proporcionadas mediante el examen de la respuesta de los
genes inmediatos tempranos. Aunque muchos de estos genes se expresan
en higado en regeneracion y en otros 6rganos en crecimiento, aproxima-
damente un tercio de los genes se expresan a un elevado nivel o especi-
ficamente en células hepéticas en crecimiento. Los hepatocitos y las célu-
las no parenquimaticas del higado remanente expresan la mayoria de estos
genes, pero la expresion de un subgrupo de genes estd limitada a los he-
patocitos [47]. Varios de estos genes tempranos inmediatos restringidos al
higado codifican proteinas que se encuentran implicadas en la respuesta
gluconeogénica hepética.

La induccién de los genes gluconeogénicos representa una respuesta
adaptativa del higado mediante la cual sélo un tercio del higado original,
compensa produciendo suficiente glucosa para abastecer al organismo
completo. Para que ocurra esta respuesta adaptativa los hepatocitos proli-
ferantes han de retener su funcion diferenciada e incluso incrementar su
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capacidad funcional. Los factores de transcripcion especificos del higado
actian regulando la expresion de genes que codifican enzimas especificos
(enzimas metabdlicos) y proteinas segregadas especificas (albimina). De
esta manera, la respuesta adaptativa del higado regenerante, que permite el
mantenimiento de la homeostasis metabdlica se alcanza por una interac-
cién entre los factores de transcripcion, que inducen el crecimiento y los
factores de transcripcion preexistentes especificos del higado, que regulan
las funciones diferenciadas de los hepatocitos.

Después de lesion hepdtica o situacion de estrés, se expresan los genes
gluconeogénicos y los de la respuesta de la fase aguda, para restaurar la
homeostasis metabdlica y limitar la lesion tisular. Los genes gluconeo-
génicos que codifican la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) y la
glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa), se inducen, mientras que los genes que co-
difican proteinas que se oponen a la gluconeogénesis (glucoquinasa) se
inhiben durante la regeneracion hepdtica [48, 49]. Esto va en paralelo con
cambios hormonales agudos que se verifican en higado regenerante, cuan-
do los niveles de insulina caen rdpidamente y los de glucagén se elevan
[50, 51]. La glucoquinasa se induce por la insulina y se inhibe por el
glucagdn; la PEPCK y la G6Pasa muestran una regulaciéon opuesta.

Ademis, la regulacion del gen que codifica la proteina 1 de unién al
factor insulinico IGF, IGFBP1 (IGF binding protein 1), se altera notable-
mente por cambios en el estado metabdlico y por hepatectomia, de forma
andloga a los genes gluconeogénicos. El mRNA de la proteina IGFBP1 se
induce mds de cien veces en higado en regeneracion y también durante el
ayuno y la deficiencia de insulina [52]. El gen que codifica IGFBP1 pro-
porciona un medio apropiado para calcular el cambio transcripcional que
conduce a la activacién de los genes gluconeogénios durante la regenera-
cién. En higado normal, el gen IGFBPI se regula en estado basal por el
factor nuclear hepatico endégeno (HNF1), un homeodominio que contiene
el factor hepdtico de transcripcién que juega un papel prominente en la
regulaciéon de muchos genes hepdticos. El nivel de HNF1 no cambia de
forma apreciable durante la regeneracién hepaitica.

La citoquina IL6 se requiere para la regeneracion y reparacion hepa-
ticas y a nivel transcripcional regula, por mecanismos no del todo cono-
cidos, una gran cantidad de genes durante el crecimiento hepético. Se ha
demostrado que existe una intervencion directa de la IL6 en la expresion
de IGFBP1 ya que los niveles de esta proteina se elevan en transgénicos
IL-6, después de la inyeccion de IL-6 a animales no ayunados, y disminu-
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yen en higados IL-6" posthepatectomia. Tanto en células hepdticas como
en no hepdticas, la IL-6 media la activacién del promotor del gen IGFBPI1,
via un sitio de unién intacto DNA-HNFI1 en el promotor (Figura 8) [53,
54]. La induccién, mediada por 1L6, de la transcripcion de IGFBP1 duran-
te la regeneracion hepdtica depende de la presencia del factor HNF1 y de
los factores STAT3 y AP1 (cfos/cjun). IL6 actia a través de la via STATS3,
porque se ha demostrado que el dominante negativo STAT3 bloquea com-
pletamente la estimulacién mediada por IL6 del promotor IGFBP1 via
sitio HNF1. Los complejos proteicos HNF1/cfos y HNF1/STAT3 se han
detectado en higados de ratén y en células hepdticas y no hepaticas que
sobreexpresan STAT/cfos/HNF1. Una regulacion similar se observa usan-
do promotores de la G6Pasa y a-fibrindgeno, lo que indica que la transac-
tivacion de la expresion de genes hepdticos mediada por HNFI1/IL6/
STAT3/AP1 es un fenémeno general después de la lesion. Estas eviden-
cias muestran que las dos clases de factores de transcripcion, los inducto-
res del crecimiento (STAT3 y AP1) y los especificos del tejido (HNF1)
pueden interaccionar en una respuesta adaptativa a la lesién hepdtica para
amplificar la expresion de genes hepdticos importantes para conseguir que
se mantenga la homeostasis durante la reparaciéon del 6rgano. Mediante
estas vias, el higado es capaz de mantener la funcién metabdlica a pesar
de la pérdida de los dos tercios de su masa funcional.

gan IGFBP1 (higado)

+ L6

STAT3 =

gen IGFBP1 (higado)

Fiura 8. Modelo propuesto de interaccion cooperativa entre un inductor del crecimiento
STAT3 (transductor de seiiales y activador de la transcripcion 3) y el factor nuclear hepdtico
constitutivo HNF1, para regular el nivel de un gen especifico hepdtico (IGFBPI) después de
la hepatectomia parcial (Taub, 2003) [53].
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Uno de los acontecimientos que se manifiestan inmediatamente después
de la hepatectomia es que el receptor de la uroquinasa aparece en la mem-
brana plasmaética del hepatocito y la actividad de esta enzima se eleva [55].
La membrana plasmatica del hepatocito se hiperpolariza a los 30 minutos
de la hepatectomia y se observan grandes cambios morfoldgicos en el cana-
liculo biliar a las cinco horas. Dentro de los 30 minutos se desencadena la
induccion de varios genes nuevos que se denominan genes tempranos inme-
diatos [53]. Esta induccién es independiente de la sintesis de nuevas protei-
nas. La IGFBPI, una proteina plasmatica ya citada anteriormente, que une
IGFI e IGFII, eleva hasta 100 veces su expresion original [52]. La activa-
cion del factor de transcripcion STAT3 (signal transducer and activator of
transcription 3) se verifica dentro de los 30 minutos, con un maximo a la
tres horas que persiste mds alld de las cinco horas. El factor nuclear kB
(NFxB) aparece a los pocos minutos de la hepatectomia [56, 57]. NFkB y
STATS3 al ser activados por estimulos apropiados, se traslocan al nicleo.
Muchos de los genes tempranos inmediatos contienen en sus regiones pro-
motoras secuencias reactivas al NFkB y STAT3. La actividad del factor
de transcripcién AP1 también se eleva rdpidamente como resultado de la
nueva sintesis de cfos y cjun. LRF-1, otra proteina cremallera de leucina,
también se induce y participa en la formacién de complejos con jun [58].
La activacion de STAT3, NFkB y AP1 parece que es la parte principal de
la cascada intracelular sefializadora que conduce a la sintesis del DNA. La
proteina C/EBPa (CCAAT/enhancer-binding protein alfa) disminuye, mien-
tras que la C/EBP se eleva. Otros factores de transcripcion asociados al hi-
gado tales como HNFI1, HNF2 y HNF3, permanecen sin cambios.

Cambios similares en los factores de transcripcion se observan en he-
patocitos en cultivo que sufren la expansion clonal [59]. Algunos marca-
dores fetales aparecen en higado en regeneracion, idénticos a los expresa-
dos en higado fetal. Estos incluyen la alfa fetoproteina, la hexoquinasa
(como oposicion a la glucoquinasa), e isoenzimas fetales de aldolasa, pi-
ruvato quinasa y otros. Otras proteinas relacionadas con el ciclo celular y
sintesis del DNA (timidina quinasa), sintesis de la nueva cromatina (his-
tona mRNA), ciclina y quinasas dependientes de ciclina (CDK) y expre-
sién génica relacionada con el ciclo celular, sufren cambios como en otros
sistemas de proliferacion celular. Se presenta también una acumulacién de
triglicéridos en hepatocitos desde las 20 hasta las 72 horas de la hepatec-
tomia, asociada con una marcada induccién de enzimas lipogénicos [60].
Todos estos pardmetros retornan a la normalidad a los cinco-siete dias
después de la hepatectomia, que es cuando cesa la proliferacion y se res-
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taura la arquitectura hepdtica. De esta manera los hepatocitos se las arre-
glan para enfrentarse a la mitogénesis, a la vez que proporcionan las fun-
ciones diferenciadas a través de sutiles cambios en factores de transcrip-
cién asociados al higado, marcada induccién de otras actividades del DNA
asociadas a la mitogénesis y reversion temporal y parcial de un fenotipo
casi fetal.

TERMINACION DE LA REGENERACION HEPATICA

Después de la hepatectomia parcial, los hepatocitos proliferan y for-
man agrupaciones de 10 a 14 células [61]. Estas agrupaciones distorsionan
la arquitectura del higado normal y estdn carentes de matriz extracelular.
Para restaurar la estructura normal tisular después de la hepatectomia
parcial, unos cuatro dias después, los lipocitos o células estrelladas co-
mienzan a producir matriz extracelular, para restablecer la conexién entre
los hepatocitos y el epitelio sinusoidal.

Algunas proteinas que estdn implicadas en la integridad estructural del
higado, son necesarias para la regeneracion normal, y juegan un papel en
la restauracion de la arquitectura hepatica. Por ejemplo, las deficiencias en
conexina-32 [62] y queratina 8 [63] causan un prolongado dafio hepético
después de la hepatectomia parcial o lesién inducida por agentes quimicos.
La conexina-32, una de las proteinas de los intersticios de comunicacion
(gap junctions), se requiere también para la mitosis normal, ya que resta-
blece las conexiones celulares durante la division celular. Deficiencias en
ciertas proteasas, tales como las activadoras del plasminégeno, también
ocasionan una prolongacién en el dafio hepético, dada su mision en la re-
modelacién del higado [64].

El tamaiio del higado se encuentra estrictamente regulado y controlado
por las necesidades funcionales del organismo, pero las sefiales que deter-
minan el tamafio del higado y la finalizaciéon del proceso regenerativo
estdn adn sin esclarecer. Sin embargo, existen evidencias experimentales
que demuestran que la alteracion de esta regulacion puede repercutir en la
masa hepatica. Por ejemplo, la supresion del inhibidor de la CDK (CDKI),
la proteina p27 origina un incremento del tamafio del 6érgano, mientras que
la supresion de la ciclina D1 origina una reduccién de dicho tamaiio [65].
Ademds, la via regenerativa posee otros puntos de control que indican la
existencia de otros mecanismos reguladores.
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Los supresores de la sefializacion mediada por las citoquinas (SOCS),
como el nombre indica, son reguladores negativos importantes de la sefali-
zacion, ya que previenen la fosforilacion de las proteinas STAT3. SOCS
interacciona directamente con las quinasas JAK fosforiladas y previene la
activacion del factor de transcripcion STAT3. Se ha demostrado que la se-
nalizacion mediada por la IL-6 en el higado causa la activacién répida de
SOCS3, lo que se relaciona con la consiguiente inhibicién de STAT3 y la
terminacion de sefial de IL-6 [66]. Esto explica por qué la sobreexpresion
de IL-6 puede, a veces, inhibir el crecimiento celular y causar lesion hepa-
tica [67]. La notable capacidad de regulacion de SOCS3 y otros inhibido-
res de citoquinas por la IL-6 puede bloquear sus propias sefiales o las de
otras citoquinas. Sin embargo, las proteinas SOCS forman parte de un
importante mecanismo que previene la sefializacién incontrolada mediada
por citoquinas. Ademads, la IL-6, por si misma, ejerce un papel en la finali-
zacion de la sefial del HGF al inducir la sintesis del inhibidor del activador
del plasmin6geno (PAI), el cual bloquea el procesamiento del pro-HGF en
HGF activo [68].

Quiza4 los factores antiproliferativos mejor conocidos en el higado son
el TGFp y los miembros relacionados de la familia TGFJ, tal como la ac-
tivina [69]. El TGFp se produce principalmente por los lipocitos y la acti-
vacion de su expresion conduce a la fibrosis hepdtica y a la apoptosis. Sin
embargo, por razones inexplicables, los hepatocitos se hacen resistentes al
TGFp y pueden proliferar en presencia de este factor durante la regenera-
cién hepatica [70]. Hace anos se demostré que el incremento de noradrena-
lina en higado en regeneracion puede ayudar a proteger del TGFP [71]. La
proteina TGFJ se induce durante la regeneracién hepdtica y su actividad
puede ser examinada calculando la de SMAD que ocurre después de la del
TGEFp. Las proteinas sefializadoras SMAD que se activan por fosforilacion
estdn parcialmente activas en higado en reposo, pero su actividad se eleva
en el higado regenerante. Es interesante destacar que los inhibidores de la
via TGFB-SMAD, SNON y SKI se activan también durante la regeneracion,
y especialmente SNON se induce principalmente en hepatocitos. SNON y
SKI son represores transcripcionales que pueden hacer que algunas células
se tornen resistentes al TGF[ al unirse éste a SMAD. Los complejos entre
SNON, SKI y el SMAD activo se detectan durante la fase proliferativa en
higado regenerante. Los complejos inhibidores disminuyen después de la
restitucion de la masa hepdtica, lo cual indica que SMAD persistentemente
activo, participa en el retorno del higado al estado quiescente una vez que
ha finalizado la regeneracion hepdtica. La induccién de SNON o SKI ofrece
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una explicacion potencial a la resistencia al TGFJ durante la fase prolifera-
tiva de la regeneracion hepatica [72].

De igual manera, la activina es un agente apoptogénico de la familia
del TGFB que bloquea la mitogénesis hepatocitica. La activina muestra
actividad sefializadora disminuida durante la regeneracidn hepdtica, cuan-
do la expresion de su receptor celular se reduce, pero el nivel del receptor
se restaura una vez que finaliza la regeneracion hepdtica [73]. La sefali-
zacion inducida por el TGFp y la activina estd controlada a otros niveles
por factores extracelulares, tales como la folistatina, como también por
vias sefializadoras intracelulares. La administracion de folistatina bloquea
la funcién de la activina, acelera la regeneracion hepdtica e incrementa el
tamafio del higado [74].

PERSPECTIVAS FUTURAS

Se ha avanzado mucho en los dltimos afios en el conocimiento de los
mecanismos implicados en el proceso de regeneracion hepdtica. Este avan-
ce se ha basado en parte en el desarrollo de modelos de ingenieria genética
en ratones en los cuales se han insertado o inactivado genes especificos.
Hoy se sabe que los hepatocitos maduros poseen una asombrosa capacidad
proliferativa y que tanto la proliferacion como la apoptosis pueden ser
desencadenadas por un solo agente, el TNFa. Sin embargo, quedan toda-
via muchas preguntas sin respuesta. Por ejemplo: la procedencia y los
mecanismos que causan el incremento del TNF que inicia la proliferacion,
de qué manera puede estar el lipopolisacdrido (LPS), implicado en esta
induccion. Ademds, ;por qué los hepatocitos se dividen una o dos veces
y la regeneracion termina en un determinado momento? Es necesario es-
tudiar las conexiones entre la actividad metabdlica hepdtica y la compleja
cascada de activacion genética necesaria para la sintesis del DNA. Podria
ser que las especies reactivas de oxigeno liberadas por la elevada demanda
metabolica de las mitocondrias de los higados que han perdido un 70% de
sus masas, funcionaran como conductoras de proceso mitogénico mediante
la activacion del NFxB. En este caso la restauracion de la masa hepdtica
y la actividad metabdlica normal eliminaria las sefiales necesarias para la
proliferacion.

La regeneracion hepdtica presenta un gran interés por la posibilidad de
su aplicacion a la clinica. El trasplante de los hepatocitos puede ser de una
gran utilidad en el tratamiento de enfermedad metabdlica hepdtica y las
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perspectivas son hoy mucho mds alentadoras. Los hepatocitos en cultivo
permanecen viables por largos periodos de tiempo y pueden ser inducidos
a proliferar mediante la adicién al medio de cultivo de factores del creci-
miento. La infusién de factores del crecimiento, precedida por la adminis-
tracion intrahepdtica de TNF, podria incrementar notablemente el efecto
de otros factores del crecimiento como el HGF, TNFo o EGF, especialmen-
te en casos de trasplante de higados pequefios o trozos pequefios de higado
y en casos de lesién masiva aguda inducida por hepatotdéxicos.

ABREVIATURAS

AP1, factor de transcripcion heterodimérico formado por las proteinas
Fos y Jun; C/EBP, proteina que intensifica la unién a CCAAT; G6Pasa,
glucosa-6-fosfatasa; HNF, factor de transcripcion nuclear hepatico; IGF,
factor de crecimiento insulinico; IGFBP, proteina de unién al IGF; LPS,
lipopolisacérido; PAI, proteina inhibidora de la activacién del plasminé-
geno; PEPCK, fosfoenol piruvato carboxiquinasa; SMAD, proteinas sefia-
lizadoras que se activan, por fosforilacion por receptores serina-treonina
quinasas, activados, a su vez, por unién con un ligando TGFf3 o BMP;
SNON y SKI, inhibidores de la via TGFB/SMAD; STAT, transductor de
sefiales y activador de la transcripcion; TGFp, factor transformante del
crecimiento beta.
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3. Matriz extracelular y proteasas

INTRODUCCION

El concepto cldsico que consideraba a la matriz extracelular como una
estructura inerte con la inica misién de servir de soporte para que las células
descansasen confortablemente mientras realizaban sus funciones, ha sido en
la actualidad completamente superado. Hoy este concepto ha cambiado, y se
ha llegado a la conclusion que la matriz extracelular es una estructura «viva»
en la que sus componentes o los productos de su degradacién ejercen fun-
ciones importantes, ya que muchos de ellos son capaces de actuar como se-
nalizadores a través de receptores especificos de la membrana plasmaética. A
su vez, las células que se encuentran en contacto, modulan sus respuestas a
los componentes de la matriz extracelular, mediante la regulacién de genes
que codifican la expresion de receptores a los cuales se unen los componen-
tes de dicha matriz. Las moléculas de la matriz extracelular son polivalentes
y poseen multiples dominios que les permiten interaccionar con muy varia-
das estructuras de la superficie celular o de la propia matriz. El entramado
asi formado juega un papel fundamental en la organizacién y funcién de cada
organo y tejido y actia a modo de radar sensible que mantiene a las células
informadas de lo que ocurre en cada microambiente [1, 2].

La matriz extracelular hepdtica es una red estructural compleja forma-
da por macromoléculas, que rodea las células del estroma sobre el que
descansan la mayoria de las células endoteliales y epiteliales. LLa matriz no
es s6lo un esqueleto fisico, sino que es también un modulador crucial de
los procesos biolégicos entre los que se incluyen la insercion celular, el
desarrollo hepdtico, la regeneracién e incluso el mantenimiento de la ar-
quitectura normal y el estado diferenciado. La matriz extracelular modula
estos fendmenos actuando a distintos niveles: como agonista de fase soli-
da, como polipéptidos que interaccionan con receptores de la superficie
celular y en su papel de secuestrar y liberar citoquinas.
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La regeneracién hepatica es un fendmeno bioldgico notable, que permi-
te al higado, después de sufrir lesiones agudas que implican pérdida de sus
propias cé€lulas (tratamiento con CCl,, tioacetamida o hepatectomia parcial),
restaurar su masa y su funcién. Aunque se han identificado muchos factores
del crecimiento y citoquinas como participantes importantes en la iniciacién
de la regeneracion hepatica, el papel de la matriz extracelular estd siendo
actualmente objeto de numerosas investigaciones que tratan de profundizar
en el grado de contribucién que juega esta matriz en la proliferaciéon de los
hepatocitos durante las etapas mas tempranas de la regeneracion hepatica.
Con animales manipulados genéticamente se ha conseguido identificar una
serie de factores que son cruciales para la regeneracion. La regeneracion se
verifica mediante la proliferacion de los hepatocitos maduros diferenciados
que han adquirido la capacidad de proliferar por la accién de citoquinas y
factores de crecimiento y proteasas extracelulares, que intervienen en el pro-
cesamiento de estos factores. Las proteasas liberan citoquinas y factores de
crecimiento que estdn anclados en la matriz extracelular del higado y requie-
ren ser procesados para su bioactividad. Las sefiales que gobiernan la finali-
zacion de la proliferacion hepatocelular estdn reguladas por serina proteasas
y metaloproteasas que proporcionan una interfase entre la cascada proteoli-
tica y la sefializacion intracelular durante la division de los hepatocitos.

DEGRADACION DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

Durante la regeneracion hepdtica, la degradacién de la matriz extra-
celular primero y su sintesis después, juegan un papel fundamental en el
restablecimiento del fenotipo quiescente y diferenciado de los hepatocitos.
Se ha observado que la matriz extracelular modula el fenotipo de los
hepatocitos y la adquisicion y mantenimiento del estado quiescente, que se
basa, en gran parte, en la interaccion célula-matriz extracelular. Aunque la
regulacién de dicha matriz es hoy objeto de numerosos estudios, se sabe
que la iniciacion de su sintesis se relaciona con punto de maxima expre-
sién del mRNA TGEF, el cual es en si mismo un fuerte estimulador de la
sintesis del coldgeno. Son diversos los mecanismos que controlan la sin-
tesis y degradacion de la matriz extracelular. La degradacién estd mediada
principalmente por las metaloproteinasas, un grupo de proteasas que re-
quieren iones cinc para su actividad [2].

La matriz extracelular en higado sometido a hepatectomia parcial sufre
una rapida reorganizacion de todos sus componentes. Se ha observado que
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este fendmeno es de suma importancia para la proliferacién de los hepatoci-
tos en las etapas iniciales de la regeneracion hepdtica. En esta reorganiza-
cién juega un importante papel el factor del crecimiento de los hepatocitos
(HGF), generado por los lipocitos y secuestrado en la matriz extracelular.
Este factor pasa de su forma inactiva pro-HGF a su forma activa HGF, por
accion de una proteasa, la uroquinasa activadora del plasminégeno (uPA).
Se ha demostrado que la infusiéon de HGF en higado de rata normal estimu-
la la proliferacion sélo en los hepatocitos periportales, sin embargo, cuando
el higado se trata con colagenasa antes de la infusiéon de HGF, la sintesis del
DNA se eleva de manera notable en todas las dreas del 16bulo. Estas eviden-
cias llevan a la conclusion que la degradacion de la matriz extracelular com-
binada con la activacién del HGF en las etapas iniciales de la regeneracion
hepadtica es la que desencadena la proliferacion de los hepatocitos [3-4].

COMPOSICION DE LA MATRIZ EXTRACELULAR HEPATICA

La composicién y distribucion de la matriz extracelular en la capsula
hepatica, en los principales septa y en los espacios porta, es similar a la
de otros 6rganos glandulares [5]. Las caracteristicas especiales de la matriz
extracelular del 16bulo hepatico la sitda en un lugar aparte de otros inters-
ticios. Entre las membranas celulares del endotelio fenestrado y los hepa-
tocitos existe un espacio pequeiio, el espacio de Disse (Figura 1), también
denominado espacio perisinusoidal. El espacio de Disse es equivalente a
los intersticios de otros 6rganos (espacio entre la membrana basamento
capilar y la membrana base del parénquima). Entre los principales grupos
que construyen los bloques de la matriz extracelular estdn los coldgenos,
la elastina, glicoproteinas estructurales y proteoglicanos. En muchos casos,
aunque los mismos componentes individuales estén presentes, diferentes
concentraciones y asociaciones de estos componentes, originan una dnica
matriz extracelular construida a medida de las necesidades fisioldgicas de
un 6rgano o tejido. Un ejemplo de la plasticidad de la matriz extracelular
son las membranas base. Estas estructuras tienen al menos cuatro compo-
nentes: laminina, entactina, coldgeno tipo IV y perlecan. Sin embargo,
existen seis cadenas de laminina (de las cuales sélo tres son necesarias
para formar una molécula de laminina) y seis tipos de cadenas de coldgeno
tipo IV (de los cuales sélo tres son necesarias para formar una molécula
de coldgeno) y proporciones diferentes de estos componentes pueden crear
una membrana basal con diferentes propiedades.
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SINUSOIDE
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FiGura 1. Espacio de Disse en higado normal. Este pequeiio espacio estd situado entre las
membranas celulares de las células endoteliales y los hepatocitos y representa el intersticio
hepdtico. Las células endoteliales dejan entre ellas abundantes fenestras y carecen de mem-
brana basal. Ocasionalmente se encuentran lipocitos entre los hepatocitos y el endotelio. Una
caracteristica del espacio de Disse es carecer de barreras continuas entre el plasma y los
hepatocito (Martinez-Herndndez y Amenta, 1995) [2].

La matriz extracelular en higado, modula no sélo la regeneracion he-
patica, sino también el mantenimiento de la arquitectura normal del higado
y el estado diferenciado de los diversos tipos celulares. En presencia del
marco de la matriz intacto, la proliferacion de las células hepéticas procede
de manera ordenada, que en sus ultimas causas ha de establecer una co-
rrecta proporcion entre células y matriz. Durante los primeros dias después
de la hepatectomia, la proporcién matriz/células disminuye y se forman
grupos de hepatocitos en replicacién que no estdn en contacto con los si-
nusoides. Mds tarde, se van formando sinusoides entre los nuevos hepa-
tocitos, restaurdndose la arquitectura normal de las placas celulares. Las
cadenas de laminina secretadas por los lipocitos van sefializando la vascu-
larizacién con sinusoides fenestrados entre los grupos hepatocitos neofor-
mados. Mediante un estricto equilibrio entre la proliferacion celular y la
deposicion de la matriz extracelular, el higado reconstituye con éxito la
pérdida de su propia masa. El didlogo puede estar mediado por factores
difusibles autocrinos y paracrinos y por elementos de la matriz extracelu-
lar, que sirven también se sitio de almacenaje de estos factores. La fiel
restauracion de la microarquitectura hepatica es una de las caracteristicas

74



3.  MATRIZ EXTRACELULAR Y PROTEASAS

clave que distingue la regeneracion hepdtica después de una lesion aguda
de aquella en casos de lesion crénica.

Como consecuencia de la proliferacion de los hepatocitos después de
la hepatectomia parcial, se forman grupos de cé€lulas, que contienen de 10-
14 hepatocitos, que no tienen acceso a los espacios vasculares. Cuatro dias
después de la hepatectomia los lipocitos emiten protuberancias entre los
hepatocitos de los agrupamientos. Esta invasion de los grupos coincide con
la activacion en los lipocitos de la expresion genes que codifican varias
cadenas de laminina. La penetracion de las protuberancias de los lipocitos
entre los grupos de los hepatocitos recién divididos, va unida a la aparicién
de cé€lulas endoteliales fenestradas, restaurdindose de esta manera la pro-
porciéon normal del sistema vascular. Tan pronto como se restablece la
estructura vascular, los genes que codifican la laminina se inactivan. Esta
serie de acontecimientos es similar a la que se verifica durante la hepato-
génesis cuando los capilares se van convirtiendo en sinusoides. La simili-
tud entre hepatogénesis y regeneracion sugiere que las cadenas de lamini-
na secretadas pueden servir de sefial para la vascularizacion de los grupos
de hepatocitos recién formados, por los fenestrados sinusoides. La vascu-
larizacién de estos grupos de hepatocitos contrasta con la relativa a la de
los nédulos cirréticos. En este ltimo caso se segrega entactina y proba-
blemente cadenas de laminina, siendo el resultado final la formacion de
membranas basales y capilares continuos en lugar de sinusoides fenestra-
dos. Se cree que la entactina y las cadenas especificas de laminina juegan
un papel importante en la determinacién de la superacion de la lesion
hepatica. La definicién de los papeles de la entactina y las cadenas de
lamimina en la vascularizaciéon y modulacién del fenotipo endotelial, no
s6lo ha de ayudar a esclarecer muchos aspectos de la regeneracién, sino
también puede proporcionar mayor conocimiento de los mecanismos im-
plicados en la cirrosis y su posible terapéutica. Un proceso complejo tal
como la regeneracion hepética presenta miltiples etapas e implica un gran
nimero de sefales: ciclinas, protooncogenes, citoquinas, inhibidores, esti-
muladores e interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular [2, 3].

La matriz extracelular estd compuesta por diferentes macromoléculas,
entre las que se encuentran las siguientes: fibronectina, coldgeno, lamini-
na, vitronectina y proteoglicanos. Las funciones de la matriz extracelular
son, ademds de actuar como soporte fisico para las células epiteliales y
endoteliales, modular la diferenciacion celular, la migracion, el crecimien-
to y la apoptosis. La matriz extracelular del higado es distinta a la de otros
organos [2], ya que en esos otros 6rganos, el intersticio actia como una
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barrera de difusion entre el plasma y las células epiteliales y contiene una
membrana basal, mientras que en el higado, la matriz se encuentra en el
espacio de Disse o espacio perisinusoidal, espacio entre los hepatocitos y
las células endoteliales sinusoidales que carece de una membrana basal
verdadera. Se considera que esta disposicion facilita el mdximo intercam-
bio entre la sangre circulante y los hepatocitos. El espacio de Disse estd
compuesto por haces de coldgeno (tipo I, III y IV), fibronectina, laminina,
entactina y perlecan. La proteina mds abundante en el espacio perisinu-
soidal es la fibronectina, que existe en forma soluble en el plasma circu-
lante y en forma insoluble en la matriz extracelular. La fuente principal de
la fibronectina circulante del plasma son los hepatocitos y aunque la mayor
parte de la fibronectina producida durante la regeneracién hepdtica es la
plasmadtica, los hepatocitos son también capaces de producir fibronectina
celular durante la regeneracion. Por otro lado, la laminina que consiste en
tres cadenas distintas, se detecta normalmente en el espacio perisinusoidal,
en los grandes vasos sanguineos y en los conductos biliares. Estas sub-
unidades de laminina se expresan en higado normal y en higado en rege-
neracion.

Los componentes de la matriz extracelular, fibronectina y laminina
interaccionan con las células mediante receptores integrina heterodiméri-
cos de la superficie celular, una familia de proteinas transmembrana com-
puesta por cadenas oy B. El heterodimero integrina o1 se une predomi-
nantemente a la fibronectina, mientras que el heterodimero integrina o 3,
se une a la vitronectina. Sin embargo, la capacidad de unién de los hete-
rodimeros integrina a los diversos componentes de la matriz extracelular
es redundante, ya que la mayoria de las integrinas son capaces de unirse
a los diferentes componentes de la matriz extracelular [2, 3].

La estrecha relacidon observada entre el status de la matriz extracelular
y la capacidad de los hepatocitos para proliferar estd ligada a la diferen-
ciacién celular. Durante las rondas de proliferacion los hepatocitos preser-
van sus caracteristicas morfoldgicas y funcionales manteniendo su polo
biliar. La estabilidad de diferenciacién a largo término depende de la re-
gulaciéon coordinada de la expresion génica especifica del tejido, de la
organizacion proteica del citoesqueleto y de la deposicion de la matriz
extracelular.
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COMPONENTES DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

La matriz extracelular estd compuesta principalmente por tres clases
de biomoléculas: proteinas estructurales, coldgenos y elastina; proteinas
especificas no coldgeno, fibronectinas y proteoglicanos.

Proteinas estructurales

Coldgenos

El coldgeno es la proteina mds abundante en los vertebrados. Se han
identificado 19 tipos diferentes, productos de mds de 30 genes [6]. Todos
los tipos de coldgeno tienen caracteristicas comunes en su composicion
quimica, plegado helicoidal y propiedades estructurales. Todos contienen
tres cadenas polipeptidicas alfa, con repeticiones de aminoacidos Gli-X-Y
(X = prolina; Y = OH-prolina), que forman hélices dextogiras de polipro-
lina. Las tres cadenas alfa, a su vez, forman una molécula triple helicoidal
levogira, que es el dominio colagenoso. Los coldgenos se han subclasifi-
cado en base a su organizacién supramolecular o a su peso molecular,
como sigue: fibrilar, asociado a fibrillas, formador de redes, filamentoso,
cadena corta y cadena larga. Los del tipo I, III, V, y VI estdn presentes en
la capa de tejido conjuntivo que descansa debajo de la membrana basal
mesotelial, que contiene los componentes tipicos de la membrana basal. La
matriz capsular impregna el tejido lobular y estd en directa continuidad
con la matriz extracelular en los septa, espacios portales, 16bulos y venas
centrales. De esta manera la matriz de coldgeno sirve como esqueleto que
soporta el parénquima y mantiene la integridad hepdtica. Se detectan haces
de coldgeno tipo I como estructura principal de este esqueleto a la cual se
insertan otros tipos de coldgeno, glicoproteinas y proteoglicanos. A su vez,
las células se insertan a estos otros componentes de la matriz extracelular,
de manera que la matriz extracelular forma una estructura integrada. En el
espacio de Disse normal se encuentran pequefios haces de coldageno tipo I
y fibras de coldgeno tipos III y VI y también algo del tipo V [8]. El co-
lageno tipo V es mds abundante en las proximidades de las triadas porta
y las venas centrales. La capacidad de estos tipos de coldgeno para inte-
raccionar entre ellos mismos es critica para la formacion del esqueleto.
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Elastina

La elastina es una proteina hidrofébica, insoluble no glicosilada, que
forma el nucleo central de fibras eldsticas cuya vaina externa es una red
microfibrilar que contiene fibrilina y otras proteinas [8]. En el higado la elas-
tina estd restringida al tejido conjuntivo subcapsular, regiones porta y pare-
des arteriales. La elastina no juega un papel destacado en la regeneracion.

Proteinas especificas, glicoproteinas no colageno

Las glicoproteinas no coldgeno ejercen su papel principal en la ad-
hesion celular, como ligandos de la matriz celular y como agonistas de
la fase s6lida. Comparten dominios del factor de crecimiento epidérmico
(EGF), capacidad formadora de polimeros y secuencias de aminodcidos
especificas que interaccionan con los receptores integrinas [9, 10]. Ademas
de los dos componentes de la membrana basal, laminina y entactina, la
fibronectina y la tenascina son los componentes glicoproteicos de la matriz
extracelular hepatica.

Fibronectinas

Las fibronectinas existen como dos formas quimica e inmunol6gicamen-
te distintas: soluble (plasma, CSF, y orina) e insoluble (celular o tisular).
Estan formadas por dos cadenas polipeptidicas de 250 kDa, conectadas por
puentes disulfuro en el terminal carboxilico. Se unen e interaccionan con un
nimero de macromoléculas, bacterias y otros componentes de la matriz
extracelular, y con las células via dominios especificos globulares [11, 12].
Las fibronectinas son ubicuas en la matriz extracelular donde forman fila-
mentos finos o depdsitos granulares. A menudo se las encuentra cubriendo
la superficie de fibras de coldgeno y aparecen adyacentes a la membrana
basal [13]. Prevalecen en la matriz extracelular hepdtica donde se encuen-
tran en el tejido conjuntivo subcapsular, septa, drea portal, rodeando las cé-
lulas intersticiales y recubriendo las fibras de coldgeno. Son el componente
mds abundante de la matriz extracelular en el espacio de Disse [10]. Los
hepatocitos son la fuente de la fibronectina plasmaética circulante, y es pro-
bable que las células endoteliales, los lipocitos y los hepatocitos contribu-
yan a los depdsitos celulares de fibronectina.
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Tenascina

La tenascina, citotactina II o hexabranchion, es una glicoproteina en
forma de arafia con seis brazos de 1,9 kDa cada uno. Las subunidades son
similares y estdn unidas por enlaces disulfuro y por el terminal amino,
formando un dominio globular central. La tenascina tiene capacidad tanto
de unirse a las células como de inhibir tal unién. Se une a la fibronectina
y a algunos proteoglicanos, estd presente en la matriz capsular y no pre-
valece en el espacio de Disse, donde aparece solo adyacente a las regiones
portal y venosa [14].

Proteoglicanos

Los proteoglicanos son un grupo heterogéneo de moléculas que contie-
nen un nimero variable de cadenas laterales de glicosaminoglicano (GAG),
unidas covalentemente a una proteina niicleo. Se encuentran en el espacio
extracelular sobre la superficie celular y en el espacio intracelular [15].
Aunque las respectivas proteinas que forman el niicleo son producto de ge-
nes unicos, los GAG son a menudo los mismos y en el pasado impartieron
su nombre al proteoglicano. Asi, el proteoglicano principal del cartilago se
denominé condroitin sulfato, sin embargo, cuando el mismo GAG esta pre-
sente sobre diferentes proteinas nicleo, un modificador tal como «superfi-
cie celular» o «membrana» se basa hoy en su tnica proteina nticleo, morfo-
logia, distribucién y funciones. Por ejemplo, el proteoglicano hepardn
sulfato de la superficie celular (HSPG) se denomina sindecano (del griego
«sindein» unir, juntos), porque conecta las células a la matriz extracelular, y
el BM-HSPG se denomina perlecan, debido a sus dominios globulares que
les hace tener la apariencia de collar de perlas.

Los GAG son heteropolisacdridos lineales con una repeticion de disaca-
rido. El dltimo contiene un aminoaztcar con D-glucosamina o galactosamina
y 4cidos glucurénico o idurdnico, que se unen a N- u O. Los glicosaminogli-
canos incluyen: condroitin sulfato, dermatan sulfato, heparan sulfato, quera-
tan sulfato, dcido hialurénico y heparina. Todos ellos, excepto la heparina y
el 4cido hialurdénico, se unen a las proteinas niicleo, formando proteoglicanos.
Los proteoglicanos prevalecen en higado, pero su caracterizacién y distribu-
cién no esta tan bien definida como otros componentes de la matriz. Se sabe
que el sindecan se intercala en la zona sinusoidal de la membrana celular del
hepatocito [15], y el perlecan se sitia en el espacio de Disse [16].
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MEMBRANAS BASALES

Las membranes basales son matrices presentes en la interfase entre las
células epiteliales y el intersticio, rodeando individualmente muchas célu-
las mesenquimales (adipocitos, células musculares, etc.). Las membranas
basales separan las células epiteliales y endoteliales, tal como sucede en el
glomérulo renal y en el alveolo. Todas las células endoteliales estdn re-
cubiertas de membrana basal, excepto aquellas de los sinusoides en el hi-
gado, bazo, nédulos linfaticos y medula 6sea [17]. Las células sinoviales,
los fibroblastos y los histiocitos carecen de membrana basal o tienen sé6lo
una fraccion de su superficie asociada con ella. Las membranas basales se
forman por interacciéon de varios componentes de los cuales cuatro estan
bien caracterizados.

Laminina

Las lamininas comprenden una familia de proteinas con un niimero de
isoformas. Estas isoformas se forman por cadenas homdlogas a las cadenas
o, By vy de lamininas de EHS (tumor murino Engelbreth, Holm, Sworm).
Las isoformas de cada clase de cadena son designadas por nimeros ardbi-
gos en base a su orden de descubrimiento. La laminina EHS se designa o1,
B1y yl, merosina es 02171 y s-laminina a132yl. Las formas ensambla-
das se designan laminina 1, laminina 2 y laminina 3, respectivamente. Los
genes que codifican las diferentes cadenas son designados LAMAI,
LAMA?2, LAMA3 y LAMBI, etc. La capacidad de la laminina de unirse a
las células e incrementar su movilidad y migracién ha conducido al des-
cubrimiento de un ndmero de interacciones, incluyendo aquellas con hepa-
rina, entactina y coldgeno tipo IV [17].

Entactina

La entactina/nidégeno es una glicoproteina muy sulfatada (150 kDa)
restringida a la membrana basal. Posee tres dominios globulares en la mo-
lécula. Un dominio globular interacciona con la cadena 1 cerca del centro
del multimero laminina [18].

80



3. MATRIZ EXTRACELULAR Y PROTEASAS
Colageno tipo IV

El coldgeno tipo IV es el coldgeno de la membrana basal [19], y estd
compuesto por lo menos por seis cadenas o diferentes: al(IV) a a6(IV).
Los genes que codifican ol(IV) y 02(IV) se han localizado en el cro-
mosoma 13; los que codifican a3(IV) y a4(IV) en el cromosoma 2, y los
que codifican a5(IV) y a6(IV) en el cromosoma X. La forma mds comin
del coldgeno tipo IV es el heterotrimero [all(IV)]2 o2(IV), que es ubicua.
Se desconoce la naturaleza de la asociacion de las restantes cadenas en
el coldgeno IV. Su distribucién en el tejido estd restringida cuando se
compara a la de las cadenas ol y 02. Las moléculas de coldgeno tipo IV
interaccionan para formar una red compleja via interacciones con molé-
culas adyacentes, tanto lateralmente como en cada término via enlaces
disulfuro [20]. Aunque no existe membrana basal en el espacio de Disse
pueden encontrarse depdsitos de coldgeno tipo IV «libre» en el espacio
sinusoidal.

Perlecan

La proteina nucleo del perlecan (500-600 kDa) consiste en cinco a seis
dominios globulares con tres cadenas GAG de heparan sulfato, unida co-
valentemente al NH, terminal. La carga negativa caracteristica de la mem-
brana basal se debe, en gran parte, a la presencia del proteoglicano per-
lecan heparan sulfato de alto peso molecular y baja densidad [21]. Los
dominios del perlecan humano poseen secuencias homologas a la molécu-
la de adhesion neural, laminima, EGF y receptor de las lipoproteinas de
baja densidad.

Nervios, conductos biliares, vasos venosos y arteriales, todos ellos
poseen membranas basales. Por el contrario, en higado, los sinusoides
estan desprovistos de membrana basal. Todas las membranas basales con-
tienen al menos los cuatro componentes antes mencionados. Se desconoce
aun mucho de la composicién de las membranas basales, sélo la distribu-
cién de las diferentes isoformas lamininas estd bien definida y se sabe que
las tres formas de membranas basales hepdticas son heterogéneas [2]. Esta
heterogeneidad indica que cambios sutiles en la composiciéon pueden mo-
dificar las propiedades funcionales de la membrana basal. Aunque el per-
lecan y algin tipo de coldgeno se encuentran en el espacio de Disse, no
se encuentran laminina ni entactina, lo que indica que al menos uno de
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estos componentes se necesita para el ensamblaje de la membrana basal.
En otras estructuras glandulares (tiroides, pancreas, etc.) existen dos mem-
branas basales: la endotelial y la epitelial. Por tanto, el 16bulo hepético
carece de las dos, haciendo que el hepatocito sea la tnica célula epitelial
en el organismo no separada del espacio vascular por membranas basa-
les [7]. {Qué ventaja funcional supone la carencia de membrana basal? La
respuesta es al parecer, el rdpido intercambio bidireccional de macromo-
léculas entre el plasma y los hepatocitos. La formacién de membrana basal
en el espacio de Disse es un signo caracteristico de la cirrosis, con el resul-
tante impedimento del intercambio macromolecular, que es el principal
causante de alteracién de la funcién hepética.

SINTESIS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR EN HIGADO

Son tres los tipos celulares que tienen capacidad de sintetizar y secre-
tar los componentes de la matriz extracelular: los hepatocitos, las células
endoteliales y los lipocitos. Los hepatocitos contienen mRNA para el co-
lageno tipo I y se ha demostrado, por inmunohistoquimica electrénica, la
presencia de antigenos frente al coldgeno tipo I en el interior de las cis-
ternas del reticulo endopldsmico rugoso [2, 8]. Las células sinusoidales
endoteliales contienen también coldgenos tipos I, IIl y IV y antigenos
frente a la laminina en el interior de las cisternas del reticulo endopldsmico
rugoso. La capacidad de los lipocitos para sintetizar y secretar componen-
tes de la matriz extracelular estd ampliamente demostrada [22]. Es cierto
que en las condiciones utilizadas en cultivos celulares, los lipocitos produ-
cen mds matriz extracelular que los hepatocitos. Sin embargo, no siempre
es prudente extrapolar los resultados obtenidos in vitro a lo que sucede
in vivo. Ademas, en el higado, el volumen del citoplasma del hepatocito
sobrepasa al del lipocito en varios 6rdenes de magnitud. Hasta que no se
consigan estudios cuantitativos in vivo, la tnica afirmacion que se puede
hacer es que son tres los tipos celulares que contribuyen a la deposicién
de la matriz celular sinusoidal. El potencial de las células hepdticas para
secretar componentes de la matriz extracelular se muestra en la tabla si-
guiente.
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TaBLa 1. Componentes de la matriz extracelular sintetizados por las diferentes
células hepdticas [2]

CELULA Componentes de la matriz
extracelular

Hepatocito Coléageno tipos I, III y IV
Fibronectinas
Laminina
Entactina
Perlecan

Células del conducto biliar Colageno tipo IV
Laminina
Entactina
Perlecan

Lipocitos Colégeno tipos I, Il y IV
Tenascina
Undulina
Laminina
Entactina
Perlecan

Células endoteliales Colageno tipo IV
Trombospondina
Undulina
Laminina
Entactina
Perlecan

Células de Kupffer TGFp

Los lipocitos son un tipo de células mesenquimaéticas en el parénquima
hepatico, que tienen caracteristicas unicas respecto a su origen celular,
morfologia y funcién. Una de las misiones de los lipocitos quiescentes
normales es la de almacenar vitamina A para mantener la homeostasis de
esta vitamina en el organismo. Estas células se localizan entre las placas
parenquimaticas y las células sinusoidales endoteliales y emiten largos
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procesos bien desarrollados que rodean los sinusoides a modo de pericitos.
Cuando se activan, en condiciones patoldgicas tales como fibrosis y cirro-
sis, se transdiferencian en células miofibroblésticas que carecen de cito-
plasma, gotas de lipidos y ya no emiten los largos procesos. Los lipocitos
son también las células que predominantemente producen los componentes
de la matriz extracelular como también las metaloproteinasas que la degra-
dan, lo que indica que juegan un papel importante en la remodelacién de
la matriz extracelular en condiciones normales y patoldgicas. Se ha demos-
trado que los lipocitos tienen un origen neural ya que su modelo de expre-
sién génica es similar a tipos de células neurales, células del musculo liso
y miofibroblastos. La morfologia y funcién de los lipocitos se regulan por
los componentes de la matriz extracelular como también por citoquinas y
factores de crecimiento. La regeneracion hepdtica post hepatectomia puede
ser un modelo valioso para esclarecer la funcién de estas células en la
elaboracion de la organizacion del tejido hepético por interacciones célula-
célula y célula-matriz extracelular y por regulacion de factores de creci-
miento y citoquinas [23].

LA MATRIZ EXTRACELULAR EN HIGADO
EN REGENERACION

La mayor parte de los estudios sobre regeneracion hepdtica se han
realizado en rata sometida a la hepatectomia parcial del 70% de la masa
hepatica. Es posible que la cadena de acontecimientos en este modelo sea
similar a lo que ocurre después de una dosis subletal de un agente hepa-
totoxico (CCl,, tioacetamida, paracetamol, etc.). Sin embargo, la lesién
inducida por hepatotéxicos es complicada porque a la necrosis de los he-
patocitos se une la presencia de células inflamatorias. En estos modelos
s6lo hay que reparar la zona necrosada, que en la mayoria de los casos
es la zona centrilobular o perivenosa.

En las primeras 24 horas, después de la hepatectomia, no se detectan
cambios en la matriz extracelular. Como la actividad mitética es promi-
nente en las zonas periportales, el nimero de hepatocitos se eleva sin
incremento paralelo en la matriz extracelular. Por tanto, la relacion células/
matriz extracelular se eleva creando la apariencia de una disminucién de
la matriz. Asi como la actividad mitdtica continda, el resultado es la for-
macién de agrupaciones de hepatocitos sin intervencion de los sinusoides
o de la matriz extracelular. De esta manera, se pierde la relacion vascular
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normal de los hepatocitos, en la cual dos zonas de su membrana estaban
expuestas a los espacios vasculares (Figura 2).

Después de la hepatectomia parcial, las primeras células que sufren la
mitosis son los hepatocitos periportales (16 horas), seguidos de los medio-
zonales, y por ultimo los centrilobulares o perivenosos (48 horas). Este
mitético vaivén refleja probablemente la diferencia de la fase G1, que es
mds corta en los hepatocitos periportales y de mds duracién en los centri-
lobulares. Como resultado de este vaivén en la replicacion, los grupos de
hepatocitos se forman antes en las zonas periportales que en las periveno-
sas. Hacia el cuarto dia de la hepatectomia parcial, la actividad mitética
disminuye, y coincidiendo con esta disminucidn, la laminina se hace apa-
rente en el interior de los lipocitos y probablemente como pequefios dep6-
sitos extracelulares [24]. A pesar de la sintesis de laminina no se forma
membrana basal. Los lipocitos extienden delicadas extensiones de su pro-
toplasma entre los hepatocitos recién formados y coincidiendo con la apa-
ricién de estas extensiones celulares las células endoteliales invaden los
grupos separando los hepatocitos en las placas celulares con espacios
vasculares en dos zonas de su superficie. De esta manera se restaura la
vasculatura lobular normal. Al séptimo y octavo dia, los lipocitos que
contienen laminina enrarecen y hacia el décimo dia es cuando se recupera
la distribuciéon normal de la matriz. La fibronectina, la tenascina y el
coldgeno tipos I, III, IV, V y VI se sintetizan y se depositan en los nuevos
espacios de Disse formados. El tinico componente de la membrana basal,
no presente en el 16bulo hepético durante la regeneracion, es la entactina.
Dada la carencia de formacién de membrana basal se puede sugerir que la
entactina, en base a sus propiedades fisicoquimicas, ejerce un papel esen-
cial en la formacién de esa membrana. La coincidencia temporal de la
expresion de laminina por los lipocitos, con la aparicién fisica de las pro-
tuberancias penetrando entre los grupos de hepatocitos recién formados,
indica que los lipocitos y los isotipos especificos de laminina pueden me-
diar la vascularizacién de los nuevos hepatocitos por los sinusoides. El
comparar los cambios en la matriz extracelular durante la regeneracion
hepdtica con aquellos que aparecen en la ontogenesis y la cirrosis esta
proporcionando nuevos conocimientos del papel especifico de los compo-
nentes de la matriz extracelular en el 16bulo hepatico.
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(A) HIGADO (B) HIGADO
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Figura 2. Grupo de hepatocitos neoformados y su vascularizacion. (A) Relacion vascular
normal en el [6bulo hepdtico. La mayoria de los hepatocitos tienen un doble acceso al espacio
vascular. (B) Como consecuencia de la division de los hepatocitos, se forman agrupaciones
de 10-12 células, la mayoria de las cuales no tiene acceso al espacio vascular. Después de
la formacion de estas agrupaciones, los lipocitos expresan genes de laminina y emiten
delicadas extensiones de su citoplasma que penetran entre los grupos de hepatocitos.
Posteriormente las células endoteliales intervienen en la formacion de los nuevos sinusoi-
des, y de esta manera se reestablece la relacion normal entre sistema vascular y sistema
celular (dias 10-12 posthepatectomia), y la expresion de laminina por los lipocitos se hace
indetectable [2].

MATRIZ EXTRACELULAR EN LA CIRROSIS

El primer cambio destacable en la matriz extracelular es la acumu-
lacion de fibronectina en el espacio subsinusoidal. A la deposicion de fi-
bronectina le sigue la del coldgeno tipo I y otros componentes de la matriz
extracelular, lo que indica que la fibronectina puede actuar como organi-
zador de la matriz extracelular fibrética y cirrética [25]. Con la agresiéon
continuada van acumuldndose los componentes de la matriz en el inters-
ticio. En este momento, las células endoteliales pierden las fenestras
y sintetizan laminina y coldgeno tipo IV y aparecen células con carac-
teristicas de miofibroblastos que sintetizan también laminina y coldgeno
tipo I'V. Eventualmente este proceso culmina con la transformacién de los
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sinusoides hepdticos en capilares continuos con membrana basal y miofi-
broblastos, y el espacio de Disse se transforma en un intersticio denso y
fibroso. Como se mencioné anteriormente, los hepatocitos, las células en-
doteliales y los lipocitos secretan componentes de la matriz extracelular
in vivo en lesién cronica y también durante la ontogénesis (Figura 3).

Los tres tipos celulares, hepatocitos, células endoteliales y miofibro-
blastos contribuyen a la deposicion de la matriz extracelular. La superficie
del hepatocito se simplifica con una disminucién de su superficie. En los
estados avanzados de cirrosis, algunos hepatocitos desarrollan su propia
membrana basal. Las consecuencias de estos cambios es que el espacio de
Disse se convierte en un intersticio similar al de otros 6rganos y aparecen
varias barreras de difusion entre los hepatocitos y el plasma, con la con-
siguiente eliminacién de intercambio bidireccional de las macromoléculas,
esencial para la funcién hepdtica, la cual es a menudo asumida por los
miofibroblastos, que se encuentran en el intersticio cirrético como modi-
ficacion o progenia directa de los lipocitos preexistentes. Las diferencias
principales entre higado normal y cirrdtico, se muestran en la Figura 3.
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Ficura 3. Espacio de Disse en higado normal y en cirrosis. El espacio de Disse normal se
caracteriza por la carencia de membrana basal y por la presencia de una matriz extracelular
de baja densidad. Los lipocitos contienen abundantes gotitas de grasa (dcido retinoico) y
aparecen entre las células endoteliales y los hepatocitos. En cirrosis tiene lugar una radical
transformacion. El endotelio no tiene fenestras y presenta una membrana basal continua.
Ocasionalmente, embebidas en esta membrana endotelial, se encuentran células con ca-
racteristicas de miofibroblastos que carecen de gotitas de lipidos. El intersticio (el espacio
comprendido entre el endotelio y el hepatocito) contiene una densa matriz extracelular con
numerosos haces de coldgeno tipo 1y IV, fiobronectina, y proteoglicanos (2).
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Es ya un hecho reconocido y demostrado que la division celular, asi
como la migracién de los lipocitos y las células endoteliales se verifica de
manera simultdnea a la remodelacion de la matriz extracelular preexistente.
Hay que destacar la plasticidad de la microvasculatura hepética y su inter-
vencion en la ontogenesis, regeneracion y cirrosis. En la hepatogénesis, los
hepatoblastos invaden el septum transverso, rompen los capilares continuos
existentes e inducen la formacion de los sinusoides fenestrados. En la re-
generacion, las c€lulas endoteliales de los sinusoides fenestrados invaden
las agrupaciones de hepatocitos neoformados y forman los nuevos sinusoi-
des. En lesion hepatica cronica, los sinusoides se transforman en capilares
con una membrana basal continua. En experimentos con fragmentos de
higado fetal de rata se ha detectado que inducen el fenotipo sinusoidal en
los capilares de la membrana corioalantoidea de codorniz [26]. Por tanto,
el fenotipo de la microvasculatura puede ser modulado. Esta capacidad de
modulacién indica que el estado cirrdtico puede ser reversible, lo cual pre-
senta profundas implicaciones terapéuticas. Aunque se sabe que los hepato-
citos, los lipocitos y las células endoteliales contribuyen potencialmente a
la deposicién de matriz extracelular, seria necesario delinear sus contribu-
ciones relativas.

(Qué mecanismos determinan los diferentes resultados de la lesion
aguda versus la lesion cronica o de la regeneracion versus la cirrosis? La
respuesta a esta pregunta es: la neoformacién de sinusoides fenestrados en
la regeneracion y formacion de capilares en la cirrosis, por degeneracion
de los sinusoides. Quizd algunas respuestas pueden encontrarse en la lami-
nina y en la entactina. En la cirrosis, pero no en regeneracion, se forma
membrana basal y se sabe que la entactina estd presente en la cirrosis [27],
pero no se tiene un conocimiento completo acerca de los isotipos de lami-
nina presentes. La carencia de laminina o1 y de formacién de membrana
basal en hepatogénesis y regeneracion, comparada con la formacién pro-
minente de membrana basal en cirrosis es digno de considerar. Puede ser
que la respuesta a la lesion crénica incluya la activacion de los genes de
la entactina y laminina ol. No se sabe atn cudl es el mecanismo que
determina el papel benevolente que juegan los lipocitos en la neovascula-
rizacién en el caso de regeneracion, frente a la actividad fibrética de los
miofibroblastos en la cirrosis.
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RESPUESTA HEPATICA A LA AGRESION

Lesion aguda o Lesion
hepatectomia parcial crciica
No deposicion de Deposicidn de
Fibronectina Fibronectina
No Fibrosis FibISiS
Secrecion de Laminina Secrecion de Laminina
No cadena a1 ? cadenaal
No Entactina Entactina
No Formacion de Formacioén de
Membrana Base Membrana Base
HIGADO NORMAL HIGADO CIRROTICO

EsqQuema 1. Diferencias entre regeneracion y cirrosis. Se propone que existen dos diferencias
clave, en términos de la matriz extracelular entre la respuesta hepdtica a la lesion aguda,
producida por hepatectomia parcial o hepatotoxicidad y la lesion cronica o cirrosis. En este
tltimo caso existe una deposicion temprana de fibronectina en el espacio de Disse. La fi-
bronectina actiia como organizador de la matriz extracelular y por tanto de la fibrosis. En
la regeneracion no existe deposicion de fibronectina. La segunda diferencia puede ser la
expresion génica de la entactina y la laminina ol, como evento tardio de la lesion cronica.
Estos dos componentes de la matriz extracelular son esenciales para el ensamblaje de la
membrana basal, caracteristica de los capilares cirréticos [2].

RECAMBIO DE LA MATRIZ EXTRACELULAR:
METALOPROTEASAS Y SUS INHIBIDORES

Es notable la capacidad del higado de regular su crecimiento, haciendo
que los hepatocitos maduros diferenciados se reincorporen al ciclo celular y

89



BASES CELULARES Y MOLECULARES DE LA REGENERACION HEPATICA

frenen su proliferaciéon una vez restaurada su masa y funcién [28, 29].
La matriz extracelular se remodela junto con la restauracion de la masa he-
patica. En el complejo proceso de la regeneracion se distinguen tres fases:
iniciacion, proliferacién y terminacion. La iniciacion (priming) es la prepa-
racion de los hepatocitos para hacerlos competentes a la replicacion y esta
controlada por citoquinas proinflamatorias, TNFa e IL-6. Entre los factores
de crecimiento los HGF, TGFo y EGF son los encargados de promover que
los hepatocitos iniciados superen el punto de restriccién localizado en los
dos tercios de la fase G1, induciendo la expresion de los reguladores clave
como las ciclinas y las CDK, las cuales juegan un papel critico en la progre-
sién del ciclo celular. Se ha demostrado que la matriz extracelular sufre re-
modelacién en las etapas iniciales de la regeneracion [30]. También la in-
yeccion o la elevada expresion de coldgenasa en higado intacto, asociada a
factores del crecimiento, induce la proliferacion de los hepatocitos, lo que
indica que la degradacién de la matriz extracelular juega un papel importan-
te en la «iniciacién» de los hepatocitos. Otros experimentos apoyan la mis-
ma idea, ya que en casos de no degradacion del coldgeno en higado de ratén
se inhibe la respuesta proliferativa de los hepatocitos [31]. En esta remode-
lacién de la matriz se encuentran involucradas las metaloproteinasas de la
matriz (MMP). Estudios paralelos in vitro han demostrado que el TNFa.
induce la expresion de la MMP9 en hepatocitos de raton [32] y que la trans-
cripcion de MMP9 implica la activacion de la via del NFxB. Es interesante
conocer como se conectan las sefiales mitogénicas y la degradacion de la
matriz extracelular para promover la entrada y progresion en el ciclo celular
de los hepatocitos diferenciados.

Es un hecho conocido que los hepatocitos in vitro sufren una espon-
tdnea transicion G/G1 durante su aislamiento con colagenasa [33], y que,
en cultivos puros a corto plazo, proliferan en presencia de factores del
crecimiento sin requerimento de factores de iniciacion. Por estas razones
Serandour et al. [34] han utilizado un modelo de cocultivo asociando
hepatocitos de rata con células biliares epiteliales también de rata. En este
sistema se restauran los contactos célula-célula heterotipicos y ambos tipos
celulares cooperan para sintetizar y depositar la matriz extracelular. Estos
autores han disefiado un nuevo procedimiento de estimulacidon que permite
muchas rondas de division de los hepatocitos sin pérdida de la diferencia-
cién. Asi han podido evidenciar una parada tardia en G1 asociada con la
deposicién de la matriz extracelular y esclarecer el requerimiento de los
efectos adicionales del TNFo y sefiales mitogénicas para superar el blo-
queo y controlar la inducciéon de multiples rondas de division [34].
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La respuesta rdpida a la lesion requiere la liberacién inmediata de
multiples factores. Existen numerosas evidencias que demuestran que una
serie de eventos proteoliticos pericelulares participan en la regulacién de
la division de los hepatocitos y en la restauracién de la masa y funciona-
lidad originales [29]. Son las MMP de la matriz extracelular las que con-
trolan, tanto la remodelacién de la matriz como la bioactividad de los
factores del crecimiento [35-37]. Durante la regeneracién hepatica los he-
patocitos proliferan bajo el control de citoquinas proinflamatorias y facto-
res de crecimiento, en paralelo a la remodelacién de la matriz extracelular.
En el cocultivo de hepatocitos con células biliares, las células mantienen
su diferenciacion durante varias semanas, son capaces de efectuar la depo-
sicién de la matriz extracelular y son incapaces de dividirse en respuesta
solo a los factores del crecimiento. Se ha demostrado que los hepatocitos
pueden sufrir varias rondas de division sin pérdida de la diferenciacion
utilizando periodos alternativos de estimulacidén y privacion de TNFo/
EGF. Tres dias después de este tratamiento se consiguié que un 35% de
los hepatocitos se dividiera. Ambos, hepatocitos mononucleares y binu-
cleares progresaron hacia la mitosis y citoquinesis, originando colonias de
expansion plana. El TNFo promovié la degradacion de la matriz extrace-
lular debido a la activacién de la MMP9 a través de la via del NFxB.
También se ha demostrado [34], que la sefial de remodelacién de la matriz
extracelular se requirié para iniciar una nueva ronda de division de los
hepatocitos en presencia de mitégeno. Estos resultados indican que la
proliferacién de los hepatocitos es dependiente de la deposicion de la
matriz extracelular asociada al estado diferenciado. El andlisis de las pro-
teinas del ciclo celular mostré que el EGF por si solo, indujo la expresion
de la ciclina D1, pero no la de la CDK, lo que indica la sensibilidad de las
células a la sefial mitdgenica.

La rotura proteolitica puede facilitar la liberacion de los factores de cre-
cimiento desde la matriz extracelular y la maduracién y activacién de di-
chos factores. Las redes sefializadoras proporcionan la duracién precisa del
ciclo regulando la expresion temporal de genes y la actividad de las protei-
nas. La proteolisis extracelular gobernada por MMP/TIMP (inhibidor tisu-
lar de la metaloproteinasa), proporciona un nuevo punto de control que fun-
ciona en etapas previas a la via sefializadora mitogénica del HGF durante la
regeneracion hepdtica. En resumen, es vital que el ciclo celular mantenga
su control para evitar hiperplasias y el desarrollo de células neopldsicas.

La regeneracion hepdtica depende de la restauracién ordenada de la
masa celular mientras se remodela la matriz extracelular. Las MMP y su
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inhibidor TIMP, regulan el recambio de la matriz extracelular y el proce-
samiento de factores del crecimiento y citoquinas. Se ha demostrado que
TIMP1 inhibe la proliferacién preneoplédsica de hepatocitos atenuando la
biodisponibilidad de los factores del crecimiento. Se ha examinado el papel
de TIMPI sobre la division celular de hepatocitos durante la regeneracion
hepatica por andlisis de la reaccién en cadena de la polimerasa, y se ha
detectado la induccion de los mRNA de TIMP1, TIMP3, TIMP4, MMP2,
MMP9, MMP13, MMP14 y MMP24. La induccién de TIMP1 coincidi6
con el maximo de sintesis del DNA en los hepatocitos. Estudios con ra-
tones genéticamente alterados han revelado que la pérdida de funcién de
TIMP1 acelerd la progresion de los hepatocitos en el ciclo celular. Esto se
demostré por la expresion temprana de ciclina D1, PCNA e histona fos-
forilada H3, que marcan la transiciéon G1-S y S-M (Figura 4). Por el
contrario la ganancia de funcién de TIMP1 retrasé la progresion en el ciclo
celular. Las actividades de las MMP se elevaron en ausencia de Timpl. El
examen del HGF y su receptor c-MET, ambos responsables de emitir una
sefial mitogénica para la divisién de los hepatocitos, mostraron concentra-
ciones elevadas en higado regenerante Timpl™”. El HGF se libera de la
matriz extracelular y sufre proteolisis para convertirse en su forma activa.
El HGF activo se encontré elevado en ratones Timpl”, lo que condujo a
un incremento del c-MET fosforilado (Figura 4), como también a la acti-
vacion de un efector el p38. En conclusién, TIPMI es un nuevo regulador
negativo de la actividad del HGF durante la regeneracion hepatica [38].

ANCLAJE DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO
A LA MATRIZ EXTRACELULAR HEPATICA

La matriz extracelular proporciona el armazén del higado y comprende
un 3% de su drea seccional. Alrededor de las triadas portales se encuentra
tejido conjuntivo. Fibras reticulares y pequefias cantidades de membrana
basal aparecen entre el endotelio sinusoidal y los hepatocitos. Como ya se
ha indicado, los coldgenos son las principales proteinas integrantes de la
matriz extracelular, coldgenos de los tipos I, IIl y V forman el coldgeno
fibrilar localizado en el drea portal y en la vena central, mientras que el
coldgeno tipo IV, junto a la laminina y entactina-nidégeno, forman la
membrana base. Otras moléculas son las glicoproteinas (laminina, fibrone-
ctina, tenascina, nidégeno y SPARC) y proteoglicanos (heparan, dermatan,
condroitin sulfato, perlecan, dcido hialurénico y decorina). La red continua
de matriz extracelular que rodea las células permite el almacenamiento y
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transmision de sefiales mediante la unién y liberacion de factores de cre-
cimiento, hormonas, enzimas y citoquinas. Los factores de crecimiento que
se unen a la matriz extracelular en el ambiente hepético son los siguientes:
HGF, VEGF, FGF y TGFp. El proceso de regeneracién hepatica requiere
un remodelamiento activo de la matriz extracelular, el cual se lleva a cabo
por una serie de proteasas extracelulares.
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Ficura 4. Interfase pericelular de las cascadas proteoliticas y la induccion de sefiales intra-
celulares. Las serina proteasas pueden activar las metaloproteasas de la matriz (MMP) que originan
la degradacion de la matriz extracelular y la liberacion y activacion de factores de crecimiento
(HGF) y citoquinas en el microambiente celular. La proteolisis se inhibe por PAI, TIMP-1y TIMP-
3. Los factores de crecimiento y citoquinas implicadas en la sintesis del DNA de los hepatocitos
pueden inducir o inhibir los TIMP y las MMP. HGF, factor de crecimiento de los hepatocitos; TIMP,
inhibidor tisular de la metaloproteinasa; MMP, metaloproteinasa de la matriz; uPA, uroquinasa
activadora del plasminégeno; MAPK, proteina quinasa activada por mitégenos; PAI, inhibidor de la
activacion del plasminogeno; PCNA, antigeno nuclear de proliferacion celular; TNF, factor de
necrosis tumoral; TNFR, receptor del factor de necrosis tumoral; TACE (enzima convertidor del
TNF alfa) (Mohammed et al., 2005) [38].
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CONEXION DE LA CASCADA DE PROTEASAS
CON LA SENALIZACION INTRACELULAR

La cascada proteolitica permite una respuesta rapida y controlada, me-
diante la liberacion coordinada de sefiales de iniciacién y terminacion.
Esta cascada funciona en paralelo para la remodelacién de la MEC y el
establecimiento de la estructura tisular. Las serina proteasas y las metalo-
proteasas intervienen en cascadas complejas proteoliticas que requieren
mecanismos precisos para la activacion, en un momento dado, de enzimas
latentes (proenzimas), y en otro momento actian inhibiendo la forma ac-
tiva de esos enzimas mediante inhibidores. Estas dos clases de mecanis-
mos estdn conectados de manera que serina proteasas especificas activan
algunas metaloproteasas latentes. Ademds, la activacion de una proteasa
se regula espacialmente en el contexto de la arquitectura tisular y a menu-
do estd anclada en la superficie celular. La Figura 4 muestra el didlogo
entre las proteasas y su influencia en la sefnalizacion celular. Es importan-
te observar la regulacion de la sefializacion celular desde dentro y desde
fuera de la célula, en un contexto tridimensional donde la localizacion
extracelular y la modificacion de las sefiales mitogénicas afecta la capaci-
dad proliferativa.

La iniciacién de los hepatocitos se verifica por accion del TNFo, que
induce la traslocacién al nicleo del NFkB [39] para desencadenar la pro-
duccién de IL-6 con la consiguiente activacién de STAT3 [40]. La libera-
cién del TGFo de la superficie celular estd mediada por una MMP denomi-
nada TACE (TGF o converting enzyme). El inhibidor tisular de la MMP3,
TIMP3, es el tnico inhibidor conocido del TACE [41]. Se ha descrito [56]
que TIMP3 es esencial para el éxito de la regeneracion hepatica. E1 TGFao.
acelera la progresion del ciclo celular después de la hepatectomia parcial.

Para la progresion del ciclo celular es necesario superar la transicion
G1-S, transicién estimulada por el HGF via sefializacién a través de su
receptor MET [45, 54]. Ratones con deleciones en los genes que codifican
el HGF o su receptor c-MET, mueren in utero con defectos en el desarrollo
del higado [42-44]. E1 HGF es un potente mitégeno para hepatocitos en
cultivo e induce la expresion de genes tempranos durante la regeneracion
hepdtica. Después de la hepatectomia parcial, los niveles plasmédticos se
HGEF se elevan inmediatamente (una hora), pero su mRNA no se sintetiza
hasta las tres-seis horas, lo que hace pensar en un mecanismo alternativo
que proporciona el incremento plasmético inmediato de HGF. HGF se
sintetiza como una sola cadena polipeptidica unida a la matriz extracelular
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hepatica y ha de ser liberado y activado por rotura proteolitica en dos ca-
denas peptidicas [45-47]. De esta manera, el EGF inactivo, unido a la
matriz extracelular, sirve como reservorio para la disponibilidad inmediata
que se libera en el momento de remodelacion de la matriz. Los principales
enzimas proteoliticos de la matriz extracelular son las MMP, cuya trans-
cripcion se induce durante la regeneracion hepatica. Estas proteasas extra-
celulares liberan citoquinas y factores de crecimiento que se encuentran
anclados en la matriz extracelular hepatica o requieren ser procesados para
su bioactividad. Las sefiales cruciales para la regeneracion estan reguladas
por serina proteasas y MMP, que proporcionan una interfase entre las cas-
cadas proteoliticas y la sefalizacion intracelular durante la divisién de los
hepatocitos [48].

La rapida respuesta a la lesion hepdtica depende de la inmediata libera-
cién de multiples factores antes de que la nueva sintesis se verifique [29].
Considerando las funciones recientemente reconocidas de las MMP, en re-
gular la bioactividad de los factores del crecimiento, se especula que la pro-
teolisis pericelular participa en la regulacién de la divisiéon de los he-
patocitos. Se ha descrito [37] que TIMP1 es esencial para la regeneracion
hepatica [42], porque proporciona un punto de control durante este proceso.
Las alteraciones genéticas de TIMP1 ejercen un impacto directo sobre la
progresion del ciclo celular por los hepatocitos, por alteracion de la activa-
cién del HGF y su intervencion en la sefializacion. De manera que TIMP1
es un nuevo regulador negativo de la actividad del HGF durante la regene-
racion hepatica.

Hasta la fecha no se habia descrito un perfil detallado de la expresion
de TIMP y MMP después de la hepatectomia parcial. Se ha identificado
que tres de la cuatro TIMP se inducen transcripcionalmente. TIMP3 se in-
duce antes (seis horas), coincidiendo con la reduccién de la concentracién
del TNFa y consistente con su papel de regular los niveles de esta ci-
toquina durante la regeneracion hepatica. La induccién de la expresion
de TIMP1 y TIMP4 es més tardia (48 horas). La ganancia de funcién de
TIMP1 retrasa la progresion del ciclo celular después de la hepatectomia
parcial, mientras que la reduccién o pérdida de funcién la acelera. La
manipulacion genética de TIMP1 ejerce impacto en las tres fases del ciclo
celular. La sobreexpresion de TIMP1 frena el ciclo celular y la prolifera-
cién de novo de los hepatocitos.

La actividad de la uroquinasa (uPA) se eleva inmediatamente después
de la hepatectomia parcial. La uPA es uno de los iniciadores principales de
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la cascada proteolitica de la matriz y es un activador del plasminégeno y del
HGF. Kim et al. [3] han estudiado la degradacion de la matriz en higado
después de la hepatectomia parcial. La activacién de la transformacion plas-
mindgeno— plasmina, examinada por andlisis Western blot, detectd un pe-
quefo incremento inicial en plasmina a los 15 minutos, seguido por una gran
elevacion entre las tres y las seis horas después de la hepatectomia parcial.
Ademas, el fibrinégeno, el sustrato principal de la plasmina, empez6 a de-
gradarse a los 15 a 30 minutos. Se ha detectado una menor distribucién del
fibrin6geno en la regidn periportal a los 15 minutos, que se mantuvo en las
proximas 24 horas. La distribucién de fibronectina en higado normal se lo-
caliz6 en el espacio perisinusoidal que rodea las regiones periportales y
perivenosas. A los cinco minutos de la hepatectomia se encontré una menor
distribucién de fibronectina en la region periportal. También se observo, en
una preparacion de matriz extracelular enriquecida, que los niveles protei-
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FIiGURA 5. Representacion esquemdtica de las seiiales que desencadenan y detienen la
proliferacion celular. La proliferacion de los hepatocitos durante la regeneracion hepdtica
implica la induccion inicial de la transicion GO-GI por las citoquinas, seguida por la
progresion a través del punto de restriccion en G1, inducida por factores de crecimiento. La
proliferacion de los hepatocitos se detiene por accion de los factores inhibidores TGFB e IL-
1B. Otros factores VEGF y FGF inducen la angiogenesis. La degradacion de la MEC (area
verde) ocurre en las primeras horas previas a la sintesis del DNA (area azul), y la MEC
hepdtica se reestablece (area rosa) una vez que los hepatocitos han proliferado (Mohammed
y Khohka, 2005) [48].
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cos de laminina, entactina y fibronectina disminuian inmediatamente des-
pués de la hepatectomia y se restauraban mds tarde. No se observaron cam-
bios en la vitronectina ni en la cadena alfa (v) de la integrina. Sin embargo,
los mRNA de la fibronectina, cadena betal de la integrina, y cadena alfa (v)
de la integrina se elevaron de manera gradual sobre las 18 horas y disminu-
yeron después. Los resultados obtenidos por estos autores demuestran que
la rdpida reorganizacion de los componentes de la matriz extracelular juega
un importante papel en la proliferacion de los hepatocitos en las etapas ini-
ciales de la regeneracion hepdtica.

MODIFICACION DE LA SENALIZACION
POR LAS PROTEASAS EXTRACELULARES

Las serina proteasas y las metaloproteasas poseen sus inhibidores es-
pecificos enddgenos. Los animales knockout de las serina proteasas acti-
vadoras del plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA) y de las activadoras del
plasminégeno tipo tisular (tPA), exhiben un retraso en la regeneracion
hepatica, mientras que los animales deficientes en el inhibidor del activa-
dor del plasminégeno (PAI) muestran la regeneracion hepdtica acelerada
después de la hepatectomia parcial, lo que demuestra la importancia del
sistema activador del plasminégeno. También, otros activadores de serina
proteasas HGF (HGFA) y sus inhibidores HAI-1, HAI-2, y la matriptasa
(MT-SP1) [49], estan surgiendo como factores importantes en la regene-
racion hepdtica. Poco se sabe del papel de las metaloproteasas de la matriz
(MMP) y de ADAM, de la familia de las desintegrinas y metaloproteasas,
durante de respuesta regenerativa. Recientes estudios que utilizan ratones
deficientes en inhibidores tisulares de las metaloproteasas (TIMP)-1 o -3,
apuntan una funcién de las metaloproteasas en este proceso [38].

Un amplio repertorio de proteinas transmembrana se liberan proteoli-
ticamente desde la superficie celular, por un proceso denominado despren-
dimiento del ectodominio «ectodomain shedding». El procesamiento de
los ligandos en la interfase pericelular proporciona puntos clave de control
de la proliferacion celular. La rotura proteolitica puede funcionar tanto en
las senales de activacion como de inactivacion, bien directamente o me-
diante modificacion de proteinas de enlace. La liberacion de factores uni-
dos a la matriz extracelular o el desprendimiento (shedding) de factores
unidos a membrana, pueden extender sus efectos desde locales hasta sis-
témicos. El desprendimiento de los receptores de la superficie celular pro-
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porciona otro medio de impedir la sefializacién celular. El procesamiento
proteolitico es también un mecanismo inmediato para modificar las sefiales
preexistentes sin necesidad de recurrir a sintesis de novo.

En parrafos posteriores se muestra como la proteolisis regula las se-
fales individuales que se consideran importantes para la regeneracion
hepatica.

El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) es un heterotrimero unido
a membrana que se desprende de la superficie celular por el enzima con-
vertidor de TNFo (TACE/ADAM17) [50]. TIMP-3 es el inhibidor fisio-
l6gico de TACE, y su deficiencia origina una actividad incontrolada que
conlleva a una elevada concentracién de TNFo hepético. Cuando se eleva
TNF se acelera la progresion del ciclo celular en los hepatocitos después
de la hepatectomia, pero esto puede conllevar también apoptosis, necrosis
y fallo hepético [42]. El papel del TACE en la regeneracién hepdtica no
se ha podido estudiar directamente, ya que los ratones tace” exhiben leta-
lidad perinatal. Asi que, el desprendimiento del TNF mediado por la ac-
tividad proteolitica de TACE parece ser importante para la iniciacién de
los hepatocitos, pero igualmente crucial es la inhibicién de este enzima.
TACE, desprende también de la superficie celular los receptores de TNF
(TNFR1, TNFR2). Estos receptores solubles retienen la capacidad de unién
para el TNF y pueden, por tanto, alterar la transduccién de senales al se-
cuestrar al TNF impidiendo su unién a los receptores de membrana. El
desprendimiento del TNFR durante la regeneracion hepdtica tiene proba-
blemente un papel regulador negativo.

La concentracién plasmatica del factor de crecimiento de los hepatoci-
tos o «scatter factor» (HGF), se eleva una hora después de la hepatectomia
parcial en ratas. Como se ha observado que el mRNA HGF se sintetiza en-
tre las tres y las seis horas, esto demuestra que existe un mecanismo alterna-
tivo responsable de la elevacion inmediata del HGF [38]. El HGF se origina
como cadena polipeptidica, precursora, pro-HGF, que se une a la matriz
extracelular hepdtica y se libera en casos de remodelacién de la matriz. Una
vez liberado el pro-HGF sufre proteolisis y se convierte en la forma de dos
cadenas, el HGF activo [51]. La regeneracion hepdtica se acelera en ratones
PAI-I"" deficientes en el inhibidor de la serina proteasa y por el contrario
los ratones uPA” deficientes en serina proteasa muestran un retraso en la
sintesis y activacién del HGF [40]. Los ratones uPAR” no muestran altera-
ciones en la regeneracion, lo que indica que los efectos uPA son indepen-
dientes de la sefalizacion del uPAR y estdn probablemente asociados con
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su actividad proteasa, lo que ejerce impacto sobre la liberacion de HGF. La
serina proteasa trombina también activa al HGF, mientras que la matriptasa
activa a ambos, HGF y uPA [52].

Aunque no se ha descrito que las MMP intervengan en la activacién
del pro-HGF, se ha detectado en ratones Timp-1"" una acelerada progre-
sién del ciclo celular después de la hepatectomia parcial, con un incre-
mento paralelo de HGF activo y activacion de MET [38]. La ausencia
de TIMP-1 produce elevada actividad MMP en higado quiescente y re-
generante, lo cual puede incrementar la liberacién del pro-HGP unido a
la matriz extracelular. Las pro-MMP se activan en parte por la plasmina
generada en la cascada plasminégeno-uPA y asi la activacion de MMP
puede estar alterada en ratones uPA™, lo que ocasiona la liberacién alte-
rada de pro-HGF unido a la matriz extracelular. La rotura proteolitica
puede contribuir a las dos vias siguientes: primera, la liberacion de HGF
desde la matriz extracelular por las MMP, y segunda, la maduracién de
este factor de crecimiento por varias serina proteasas. El receptor de HGF,
MET, puede también desprenderse de la superficie celular por accién de
una metaloproteasa sensible a TIMP-3 [53]. El receptor del factor de cre-
cimiento de los hepatocitos, cMET, se libera por rotura mediada por la
metaloproteinasa. La activacion del receptor del factor de crecimiento
epidérmico EGFR, directamente por el EGF o indirectamente via el ago-
nista del receptor acoplado a proteinas G-protein (GPCR), el 4cido liso-
fosfatidico (LPA), induce la rotura de cMET, mediante activacién de la
cascada sefalizadora ERK MAP quinasa. La actividad tirosina quinasa del
EGFR es un prerrequisito para esta estimulacion. La rotura de MET me-
diada por la metaloproteinasa se inhibi6 especificamente por TIMP-3. La
intensidad del desprendimiento de MET puede ser modulada por interac-
ciones célula-matriz.

Los ligandos factor de crecimiento epidérmico (EGF) y factor de cre-
cimiento transformante alfa (TGFo) de la superfamilia EGF, sefializan a
través de la familia de receptores EGF. Una forma de EGF contiene una
secuencia N-terminal conductora que confiere unién a la heparina (HB-
EGF) y se sintetiza como pro-HBEGF y requiere maduracién proteolitica
[54]. HBEGEF se induce diez horas después de la hepatectomia parcial, con
un incremento paralelo en la fosforilacion de la tirosina de EGFR. El EGF
hepatico puede jugar un papel mitogénico durante la regeneracién al llegar
a estar disponible de manera inmediata para los hepatocitos. La sobreex-
presion transgénica de HB-EGF acelera la division de los hepatocitos
después de la hepatectomia parcial.
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El TGFa se sintetiza en forma de precursor unido a membrana, que
se desprende de la superficie celular por proteolisis [55], y su mRNA se
eleva inmediatamente después de la hepatectomia. El papel del TGFa
en la regeneracion hepdtica es més dificil de discernir ya que los ratones
TGFo" no presentan regeneracién hepatica alterada, como otros miem-
bros de la de la superfamilia EGF [56]. Ratones transgénicos que so-
breexpresan HB-EGF y TGFo presentan un agrandamiento hepatico y
mayor proliferacién basal de los hepatocitos. ADAMI17 es la proteasa pri-
maria que produce el desprendimiento del ligando de EGFR. Los ratones
ADAM 17" murieron en los tdltimos estadios de la gestacién o en los pri-
meros después del nacimiento y mostraron varios defectos similares a los
ratones EGFR™ [57]. TACE se considera crucial para el desprendimien-
to del pro-TGFa, aunque otras metaloproteasas pueden también actuar
en ausencia de TACE. El precursor pro-HB-EGF es también sustrato de
ADAMI17, ADAMY9, ADAM12, MMP-7 y MMP-3 [55, 58].

Factor de crecimiento vascular endotelial, VEGF. Después de la
division celular, los hepatocitos se encuentran en grupos sin acceso a si-
nusoides (Figura 2). Para restablecer la arquitectura tisular se necesita la
sintesis de nueva matriz extracelular y de nuevos vasos. Las nuevas células
endoteliales se dirigen hacia los grupos de hepatocitos neoformados para
formar sinusoides donde se han de alinear las placas de hepatocitos. El
VEGF es un factor que se encuentra implicado en este proceso, y su
concentracion se eleva y llega a su punto méaximo a las 48 horas de la
hepatectomia parcial. [59]. La activacion del receptor-1 del VEGF induce
la secrecion de HGF por las células endoteliales sinusoidales, y la pro-
liferaciéon de los hepatocitos [60]. El VEGF existe en varias isoformas,
algunas de ellas contienen dominios que se unen a la heparina y a proteo-
glicanos y heparan sulfato (HSPG), localizados en la superficie celular o
en la matriz extracelular [61]. La inmovilizaciéon del VEGF en la matriz
extracelular estabiliza su conformacion activa, lo protege de la inactiva-
cién proteolitica y limita su disponibilidad a regiones de invasion celular
activa. Por el contrario, la liberacién del VEGF desde la matriz extracelu-
lar activa la sefializacién inducida por VEGF [62]. La MMP-9 es una de
las metaloproteinasas inducidas durante la regeneracién y junto a la plas-
mina puede modificar la liberacién de este factor angiogénico [38].

El factor de crecimiento de los fibroblastos (FGF-1) pertenece a otra
familia de moléculas proangiogénicas potentes, que sefializa a través de un
grupo de receptores tirosina quinasas FGFR1-FGFR4. El FGF-1 es un fac-
tor de crecimiento poderoso que se induce inmediatamente después de la
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hepatectomia parcial. El perlecan es un importante proteoglicano heparan
sulfato (HSPG) que se encuentra en las membranes basales y en la matriz
extracelular de todos los tejidos vascularizados. La unién de los FGF al per-
lecan se cree que limita la difusién y liberacion de estos factores para pro-
tegerlos de la degradacion proteolitica [63]. El perlecan promueve también
la activacion del receptor del FGF y la mitogenesis [64]. Las MMP-1 y
MMP-3 liberan al FGF del perlecén, lo que proporciona un mecanismo para
el control de la liberacion del FGF a partir de las paredes de los vasos san-
guineos. La MMP-2 puede también liberar el ectodominio de FGFR-1, que
retiene la capacidad de unirse al FGF [65]. Al igual que los TNFR solubles
el ectodominio del FGFR soluble puede modular la actividad mitogénica y
angiogénica del FGF durante la regeneracion hepatica.

La proteina de enlace al factor insulinico 1, IGFBP-1, es otro meca-
nismo que controla la disponibilidad de los factores de crecimiento median-
te su asociacion con proteinas. Las proteinas IGFBP se unen a los factores
insulinicos IGF, con afinidad igual o mayor que los receptores IGF, y la
degradacion de IGFBP da lugar a la liberacion de IGF [66]. Las metalopro-
teasas poseen una capacidad reconocida para degradar IGFBP. Especifica-
mente, MMP-3 y MMP-9 pueden romper IGFBP-1 y este proceso proteoli-
tico se inhibe por TIMP-1 y TIMP-2 [67]. Después de la rotura proteolitica
inducida por MMP, el fragmento C-terminal de IGFBP-1, que contiene un
motivo de unién a la integrina, adquiere una conformacién alterada con afi-
nidad de unién a la integrina.

El factor transformante de crecimiento beta, TGFp, se secreta como
un complejo latente de 290 kDa, consistente en una molécula unida a un
péptido asociado a la latencia (LAP) y la proteina 1 que se une al TGFJ3
latente (LTBP1). LAP se asocia de manera no covalente con TGFf, pero
LTBPI1, a su vez, se une covalentemente a LAP [68]. El complejo LTBP-
LAP vuelve inactivo a TGFp, previniendo su capacidad de sefializacion y
uniéndolo a la matriz extracelular. Varias proteasas son capaces de activar
al TGFJ latente, incluyendo la plasmina, la elastasa de leucocitos, MMP-
2, MMP-9 y MT1-MMP. TGFp interacciona también con un proteoglicano
pequeiio denominado decorina, que inhibe la actividad TGFp. MMP-2,
MMP-3 y MMP-7 pueden liberar a TGFp de la decorina. Este tipo de re-
gulacién proteolitica puede tener impacto significativo en la localizacién
y actividad de TGFp. La produccién y actividad elevadas de las MMP
durante el proceso regenerativo puede participar en la remodelacion de la
matriz extracelular y también coordinar la liberacién del TGFf. El factor
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TGFp es un mediador de la deposicion de la matriz que actia como una
de las sefales de frenado de la divisién de los hepatocitos.

La IL-1P es una citoquina asociada a la superficie celular como pro-
teina precursora, que se activa por proteolisis y estd implicada en la fina-
lizacion del crecimiento de los hepatocitos [69]. Esta proteolisis puede
ocurrir como proceso intracelular por el enzima convertidor de IL-13 (ICE)
o la caspasa o como proceso extracelular por proteasas, tales como serina
proteasas, tripsina, quimiotripsina, elastasa y las metaloproteinasas MMP-
2, -3y -9 [70]. La exposicién prolongada de la IL-3 a la MMP-3 degrada
esta citoquina. La familia de receptores IL-1 también se desprende, y los
IL-1R solubles presentan efectos agonistas y antagonistas sobre la activi-
dad IL-1. Asi que las dos citoquinas identificadas en la finalizacion del
crecimiento, TGFp e IL-1p, estdn sujetas a regulacion por proteolisis que
modula su actividad.

CONCLUSIONES

Dada la diversidad de moléculas modificadas por proteolisis extrace-
lular, las alteraciones en este proceso han de causar impacto en diversas
enfermedades hepaticas. Defectos en la regeneracion hepdtica se muestran
en enfermedades tales como fibrosis, cirrosis, hepatitis crénica, toxicidad
hepdtica y hepatocarcinoma. La fibrosis y la cirrosis se asocian con eleva-
cién en la actividad de los inhibidores TIMP y con expresion reducida de
las metaloproteasas. Se sabe que las metaloproteasas regulan la inflama-
cién y de esa manera juegan un papel en la patogénesis de la hepatitis cro-
nica. Se sugiere que una respuesta mitogénica Optima es necesaria para
hacer frente a la hepatotoxicidad, en la cual la proteolisis pericelular puede
tener un impacto significativo en el desarrollo del carcinoma hepatocelu-
lar. Por tanto, la identificacion del papel de las proteasas en la prolifera-
cion y supervivencia de los hepatocitos permitird la mejora de las estrate-
gias en el disefio de los tratamientos clinicos.

ABREVIATURAS
ADAM, desintegrina metaloproteasa, EGF, factor de crecimiento epi-

dérmico; FGF, factor de crecimiento de fibroblastos, Flk1, receptor del
VEGF; GAG, glicosaminoglicanos; HGF, factor de crecimiento de hepa-
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tocitos (scatter factor); HSPG, proteoglicano heparan sulfato; ICE, enzima
convertidor de la IL-1B; IGF, factor de crecimiento insulinico; IGFBP,
proteina de unién al factor insulinico; MEC, matriz extracelular; MET,
receptor del HGF, MMP, metaloproteinasas; MT-SPI, matriptasa; NFkB,
factor nuclear kappa B; PAI, inhibidor de la activacion del plasminégeno
PCNA, antigeno nuclear de proliferacion celular; TACE, enzima conver-
tidor del TNF alfa; TGFp, factor de crecimiento transformante beta; TIMP
inhibidor tisular de las metaloproteinasas; TNF, factor de necrosis tumoral;
tPA, serina proteasas activadoras del plasmindgeno tipo tisular; uPA, se-
rina proteasas activadoras del plasmindgeno tipo uroquinasa; uPAR, recep-
tor de la uroquinasa activadora del plasminégeno; VEGF, factor de creci-
miento vascular endotelial.
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4. Vias que intervienen
en la regeneracion hepatica

INTRODUCCION

Durante la regeneracion hepética posthepatectomia del 70% del higa-
do, los hepatocitos normalmente quiescentes sufren una o dos rondas de
replicacidn para restaurar la masa hepatica por un proceso de hiperplasia
compensatoria. Un gran nimero de genes se encuentran implicados en este
complejo proceso, pero en el circuito esencial requerido intervienen una
serie de vias que pueden definirse como iniciadoras, inductoras 'y meta-
bélicas.

Caracteristica de estas vias es la existencia de redundancia entre los
componentes intracelulares de cada una de ellas y de una serie de intrin-
cadas interacciones, de tal manera que la pérdida de funcién de un solo
gen no suele conducir al completo bloqueo del proceso regenerativo. Nin-
gln ratén modificado en un solo gen ha mostrado 100% de mortalidad o
un bloqueo total de la replicaciéon del DNA después de la hepatectomia
parcial de los dos tercios del higado. En la iniciacién de este proceso juega
un importante papel el sistema inmune innato, ya que las citoquinas y sus
receptores, que participan en estos mecanismos proceden de este sistema.
Los hepatocitos, una vez que han sido iniciados por las citoquinas, estdn
preparados para responder a los factores del crecimiento y entrar en el
ciclo celular. Posiblemente, la mayor demanda metabdlica reconocida por
los hepatocitos del higado regenerante estd ligada a la maquinaria que in-
terviene en su replicacion, que puede funcionar como un sensor que ca-
libra la respuesta regenerativa de acuerdo con los requerimientos del or-
ganismo. Después de la hepatectomia parcial, la respuesta regenerativa se
verifica por la replicacion de los hepatocitos remanentes. Sin embargo, la
repoblaciéon del higado después de un fallo agudo depende, a veces, de
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la diferenciacion de células progenitoras. Tales células, estdn presentes
también en enfermedades hepdticas crdnicas, pero su contribucién a la
produccién de hepatocitos en estas condiciones no esta del todo clara.

El conocimiento relacionado con las vias implicadas en la regene-
racion hepdtica ha experimentado muchos cambios. La opinién original
era que un solo agente humoral funcionaba como llave capaz de poner
en funcionamiento todos los eventos requeridos para el proceso. Poste-
riormente se consideré que el mecanismo responsable de la regeneracién
era la activaciéon de una via que implicaba multiples componentes. La
opinién actual ha llegado a proponer que se necesita la intervencion de
multiples vias para que se verifique la regeneracion hepdtica [1-3]. Esta
dltima formulacién es una simplificacién de una realidad ain mas com-
pleja, pues las vias multiples requeridas no actian de manera independien-
te unas de otras. Las interacciones son complejas porque implican modos
de operacion simultdneos o secuenciales, que se verifican en diferentes
tipos de células hepadticas y estdn presentes en ciertas fases de la regene-
racion.

REGENERA CION HEPATICA POSTHEPATECTOMIA,
CRECIMIENTO COMPENSATORIO

La mayoria de resultados obtenidos recientemente se basan en estudios
de hepatectomia parcial en ratones modificados genéticamente. La técnica
original de hepatectomia parcial originalmente utilizada por Higgins y An-
derson en 1931 [4], ha sido modificada para hacerla mds reproducible y se
ha observado en ratén que la ligadura y excision de los I6bulos izquierdo y
medio causa, a veces, necrosis en el 16bulo derecho remanente, posiblemen-
te por obstruccion vascular [5]. En terminos bioldgicos regeneracion signi-
fica la reconstitucion de una estructura que ha sufrido una reseccion, tal
como la restauracion completa de un miembro perdido en el que se incluyen
musculo, piel, vasos sanguineos, etc. La regeneracién de un miembro co-
mienza con la formacién de un blastema en la superficie seccionada, que
contiene células desdiferenciadas con amplio potencial de diferenciacion [6].
Sin embargo, la «regeneracion hepatica» después de hepatectomia parcial
es un proceso en el cual no se recuperan las partes escindidas. En este caso,
el higado remanente expande su masa para compensar el tejido perdido, de
manera que este proceso no supone un crecimiento regenerativo sino un cre-
cimiento compensatorio.
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Respecto al origen de las células que reemplazan los hepatocitos per-
didos hay que hacer una distinction entre el crecimiento después de la
hepatectomia o después de la lesion causada por un agente hepatotdxico o
virico que origina necrosis del parénquima hepético [7, 8]. Después de
hepatectomia parcial o de la lesién hepdtica causada por CCl, o tioaceta-
mida, la masa hepdtica se recupera por replicacion de los hepatocitos
existentes, sin activacion del compartimento de células progenitoras [9,
10]. La pérdida de masa hepdtica por necrosis inducida por agentes hepa-
totéxicos lleva consigo una respuesta inflamatoria, en la cual los fagocitos
residentes y los circulantes eliminan los residuos celulares, seguida por la
respuesta regenerativa. En la regeneracion hepatica después de la pérdida
de células parenquimaticas inducida por otras toxinas, tales como la galac-
tosamina, la replicacion y diferenciacion se realiza por células progeni-
toras intrahepdticas [11]. El grado de contribuciéon de estas células a la
regeneracion hepdtica es variable seguin la intensidad de la lesion, la dosis
de los agentes hepatotdxicos u otras condiciones experimentales. Es im-
portante mencionar aqui que no se han encontrado evidencias convincentes
que apoyen que la médula ésea genere un niimero significativo de hepa-
tocitos en los procesos de crecimiento fisioldgico o patoldgico in vivo [8].
Por el contrario, las células originarias de la médula 6sea pueden generar
el 20% o mas de células endoteliales y otras células no parenquiméticas
durante la regeneracién hepética [12].

INTENSIDAD Y MOMENTO DE LA REGENERACION

La intensidad y el momento de la regeneracion hepética experimentan
variaciones relativas a los ritmos circadianos. Un estudio reciente ha iden-
tificado un mecanismo mediante el cual estos ritmos controlan la prolife-
racion de los hepatocitos después de la hepatectomia parcial [13, 14]. El
valor maximo de replicacién del DNA en ratén, después de la hepatecto-
mia parcial se detect6 a las 36 horas de la operacidn, sin contar para nada
la hora del dia en la que se realiz6 dicha operaciéon. Sin embargo, la
entrada en mitosis de las células que habian replicado su DNA (células en
G2), siempre ocurrié a la misma hora del dia. Este hallazgo indica la
existencia de un reloj circadiano que controla la transicién G2/M. Se res-
ponsabiliza a la quinasa WEEI1 de actuar como regulador circadiano de la
division celular. Esta quinasa fosforila la quinasa CDK2, eliminando la
actividad del complejo CDK2/ciclina B1 que participa en la mitosis de los
hepatocitos. La expresion del gen weel sigue un ciclo circadiano, de
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manera que la entrada de las células G2 en mitosis cambia de manera
inversa a la concentracién de WEEI. Este estudio estd de acuerdo con
otros realizados en ratones knockhout Forkhead boxM 1b (FoxM1b), que
muestran un déficit en la replicaciéon del DNA después de la hepatectomia
parcial. FoxM1B regula la entrada en la fase M coordinando la induccion
de la ciclina B1 y la activacion de la fosfatasa Cdc25B que desfosforila
CDK2 [15]. Una contrapartida a estas observaciones es que el momento en
el que se inicia la replicaciéon del DNA, que no esta bajo el control de los
ritmos circadianos, parece ser una propiedad intrinseca de los hepatocitos.
Weglarz y Sandgren [16] trasplantaron hepatocitos de rata en higado de
ratén que habia sufrido hepatectomia parcial y encontraron que los hepa-
tocitos de rata se replicaban antes que los de ratén en el higado quimérico
resultante. Estos datos indican que el momento de la replicacién de los
hepatocitos es auténomo, estd gobernado por sefales intrinsecas y es dife-
rente en cada especie.

INICIACION DE LA REGENERACION HEPATICA

Una amplia variedad de genes se expresa en las primeras horas después
de la hepatectomia parcial (fase de iniciacién); muchos de ellos intervienen
en las vias activadas por las citoquinas. Las evidencias que demuestran la
importancia de las citoquinas durante la fase de iniciacion tienen su base en
los siguientes datos:

a) notable elevaciéon en la concentracién del mRNA del factor de
necrosis tumoral (TNF) y de la interleuquina-6 (IL-6) en higado
y en suero [17];

b) activacion del factor de transcripcién nuclear kappa B (NFxB) y
el transductor de sefiales y activador de la transcripcion 3 (STAT3)
(18, 19];

c) inhibicion de la replicacion del DNA por anticuerpos anti-TNF [17];

d) Dbloqueo de la regeneracion hepatica en ratones knockout en /L-6
y receptor TNF tipo I (TNFRI) [20, 21]; y

e) correccion del defecto en TNFRI en estos ratones knockout por
administracion intraperitoneal de IL-6 [21].

La cascada de las citoquinas se inicia mediante la unién del TNF a su
receptor, TNFRI1, lo que conlleva la activacion del NFxB en células no
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parenquimadticas (células de Kupffer), produccién de IL-6, y activacion
de STAT3 en hepatocitos (Figura 1). Un objetivo genético importante de
STAT3 es el gen SOCS3, que actia previniendo la activacion de la sefia-
lizacién inducida por la IL-6, mediante la inhibicién de la fosforilacion de
STAT3 [22].
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Ficura 1. Vias activadas por las citoquinas en la regeneracion hepdtica. Se muestran
interacciones entre las células de Kupffer y los hepatocitos en higado en regeneracion (otras
células no parenquimdticas también pueden estar implicadas). El TNF se une a su receptor
tipo I en las células de Kupffer, lo que conduce a la activacion de NFxB. C3a, C5a y MyD88
pueden también activar al factor NFxB después de la hepatectomia parcial. Los genes IL-6
y Tnf son objetivos de NFxB. La IL-6 se libera en suero y se une a su receptor, un comple-
jo de dos subunidades gp80 y gpl130 en los hepatocitos. La activacion de gpl30 conduce a
la fosforilacion de los monomeros STAT3 por las quinasas asociadas a Janus (JAK). STATS3,
una vez fosforilado, homodimeriza y se traslada al niicleo, donde induce la transcripcion
de una serie de genes entre los que se incluye el que codifica a la proteina SOCS3, cuya
mision es inhibir la fosforilacion de STAT3. SCF puede también activar a STAT3 después de
la hepatectomia. Paralela a la fosforilacion de STAT3, la activacion de gp130 conduce a una
cascada sefializadora que implica la fosforilacion de ERKI1/2 y la regulacion de la trans-
cripcion de muiiltiples genes necesarios para la regeneracion hepdtica. TNF, factor de necrosis
tumoral; NFKB, factor nuclear-kappa B; MyDS8S, factor mieloide de diferenciacion 88; IL-6,
interleuquina-6; STAT3, transductor de seiiales y activador de la transcripcion 3; SCF, stem
cell factor; SOCS3, supresor de la sefializacion por citoquinas 3 (Fausto, 2006) [1].

Otras evidencias que demuestran la importancia para la regeneracion
de las vias sefalizadoras desencadenadas por las citoquinas, tienen su base
en el hecho que algunas de ellas poseen capacidad de iniciar a los he-
patocitos quiescentes para la division celular sin hepatectomia parcial. En
higado normal, los hepatocitos se encuentran en estado de reposo proli-
ferativo (fase GO) y exhiben in vitro una respuesta minima a mit6genos
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potentes, tales como el factor transformante del crecimiento alfa (TGFa,
el factor del crecimiento epidérmico (EGF), y el factor del crecimiento de
los hepatocitos (HGF). Sin embargo, la infusion de estos factores en ratas
pretratadas con una sola inyeccion de TNFo induce la replicacion del 40%
de los hepatocitos en higado normal [23].

Aunque no se discute la existencia de una red de citoquinas, en la que
se incluyen los componentes mencionados anteriormente, que se activan
inmediatamente después de la hepatectomia parcial, existen discrepancias
respecto al papel preciso que juega cada cada una de ellas. El incre-
mento de TNFo en suero no ha sido siempre observado, parece que es
més elevado en ratas que en ratones y aunque los ratones knockout en
el gen TNFRI que codifica el receptor TNFRI1, tienen muchas deficien-
cias después de la hepatectomia parcial, los knockout en el gen TNF que
codifica el factor TNF, parece que se regeneran normalmente [24]. Estos
datos indican que el TNF por si mismo no es necesario para la regenera-
cién, porque otros ligandos, tales como la linfotoxina alfa (LTa), pueden
realizar su trabajo, sefializando a través de TNFR1. De hecho Knight y
Yeoh han demostrado que la replicacion del DNA en los hepatocitos des-
pués de la hepatectomia parcial se inhibe en ratones doble knockout LT o/
TNF [25].

Es dificil definir qué papel juega la IL-6 en la regeneracion hepdtica.
Se calcula que casi el 40% de los genes tempranos inmediatos, que se
expresan en higado en regeneracion, puede depender de la IL-6 [26]. La
funcién primaria reconocida de la IL-6 en la regeneracion era la activacion
de la proliferacion, ya que los knockout IL-6 presentaban notables defi-
ciencias en la replicacion del DNA después de la hepatectomia parcial,
pero datos posteriores han sugerido que la IL-6 también presenta otras
actividades, como la antiapoptética y la de promover la supervivencia de
los hepatocitos [27-28]. Los efectos proliferativos de la IL-6 han sufrido
un posterior escrutinio, pues algunos grupos han descrito que en ratones
knockout IL-6 y en ratones deficientes en gp130 (un componente necesario
del receptor de la familia de ligandos IL-6), no aparecen deficiencias en
la replicacion del DNA después de la hepatectomia parcial [39], lo cual
contradice el estudio original antes mencionado [20]. Estas discrepancias
pueden reflejar las diferencias en las condiciones experimentales: técnicas
quirdrgicas, agentes anestésicos, la raza del animal o el mantenimiento del
mismo. Ademds, parece que la concentracion de IL-6 después de la hepa-
tectomia parcial, es critica en la determinacién de sus efectos [29].
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El SCF (stem cell factor) y la oncostatina M (OSM) son dos moléculas
que pueden modular los efectos de la IL-6 durante la regeneracion hepa-
tica. El SCF restaura la replicacion del DNA en ratones knockout IL-6
después de la hepatectomia [30], y la administracién de OSM puede co-
rregir la deficiente regeneracion observada en ratones knockout /L-6 des-
pués de la lesiéon producida por CCl, [31]. Por el contrario, la IL-6 no
puede restaurar la deficiente regeneracion inducida por el CCl,, que se
observa en ratones deficientes del receptor OSM. Los efectos de estas
citoquinas son redundantes, ya que cualquiera de ellas, IL-6, SCF y OSM,
pueden en algiin momento activar a STATS3, a través de vias sefializadoras
intracelulares divergentes.

Otro estudio del grupo de Koniaris [32] ha observado efectos paradé-
gicos de la IL-6 sobre la lesion y regeneracion hepaticas. Estos autores han
encontrado que la IL-6 puede funcionar de manera aguda mejorando la
regeneracion y reparacion hepdticas, pero que exposiciones mds cronicas,
no sélo eliminan los efectos protectores sino que sensibilizan al higado
para padecer lesion y muerte. Por tanto, en ciertas enfermedades crénicas
la IL-6 contribuye incrementando la probabilidad de fallo hepético después
de la lesion.

SISTEMA IMMUNE INNATO Y VIAS ACTIVADAS
POR CITOQUINAS

Como las citoquinas, una vez activas, participan en la iniciacion de la
regeneracion hepdtica, es importante identificar las vias implicadas en esta
activacion. El lipopolisacdrido (LPS), que se libera desde las bacterias
entéricas a la circulacién portal, es uno de los candidatos més estudiados.
De hecho, Cornell et al. [33] han encontrado que las ratas con produccién
restringida de LPS y los ratones poco sensibles a LPS (C3H/Hel), presen-
tan retraso en la regeneracion después de la hepatectomia. La resistencia
al LPS de los ratones C3H/Hel [34], ocurre como consecuencia de una
mutacion puntual en el gen que codifica el receptor Toll-like4 (TLR4), un
miembro de la clase de receptores que se une a varios productos microbia-
nos. La unién de LPS a TLR4 activa multiples vias sefializadoras intrace-
lulares, algunas de las cuales dependen del factor de diferenciaciéon mie-
loide 88 (MyD&8), proteina adaptadora que media las sefales intracelulares
procedentes de varios TLR [35]. En oposicion a la hipdtesis que propone
que el LPS es la clave iniciadora de la regeneracion, experimentos en
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ratones C3H/HelJ y en ratones knockout en el gen que codifica el receptor
Toll-like4, TLR4, no mostraron anormalidades después de la hepatectomia
parcial. Ratones deficientes en TLR2, TLR9 o CD14, no presentaron anor-
malidades en la activacion las citoquinas ni en el proceso regenerativo post
hepatectomia parcial. Por el contrario, en ratones knockout Myd88 fracasé
la activacion del TNF y de la IL-6 [36]. La activacion de STAT3 y la ex-
presion de los genes activados por este factor de transcripcion, tales como
SOCS3 y los genes de respuesta a la fase aguda, se bloquearon en estos
knockout MydS88, después de la hepatectomia. La identificacion de los
ligandos y los receptores que sefializan a través de MyDS88, en las fases
iniciales de la regeneracion posthepatectomia, es hoy en dia un desafio
para los investigadores ya que conociendo estos factores se identificardn
también las vias que inician las cascada de las citoquinas en la regenera-
cién hepadtica.

Otros componentes del sistema inmune innato se cree que juegan tam-
bién un papel critico en la regeneracién normal, pues ratones deficientes
en los componentes del complemento C3 y C5 muestran deficiencias sig-
nificativas en la regeneracion hepética después de la hepatectomia parcial.
En estos animales, la menor activacién de las vias de las citoquinas se
manifiesta por la falta de elevacién en la concentracién de TNF e IL-6, y
por un desequiribrio en la actividad de NFxB y STAT3. No esta atin claro
de qué manera convergen estos aspectos de la inmunidad innata, TLR-
MyD88 en la sefializacién y en la cascada del complemento, para iniciar
las vias de sefializacién que inducen la generacién de las citoquinas [37].

En un estudio del grupo de Nelson Fausto [38] se han investigado las
vias sefializadoras que conducen a la produccién de las citoquinas y han
considerado que el LPS puede ser un candidato en la estimulacién de la
produccién de citoquinas proinflamatorias después de la reseccion quirtr-
gica. Para determinar si LPS interviene en la regulacion de TNF e IL-6
durante la fase de iniciacién de los hepatocitos, estos autores utilizaron
ratones carentes de los genes de los receptores del LPS TLR4 y TLR6 del
correceptor LPS el de CDI4 y el de la proteina adaptadora implicada en
la mayoria de las vias TLR e IL1R, MyD&8. En ratones knockout MyD88
sometidos a hepatectomia parcial, las concentraciones de mRNA TNF
hepatico y de IL-6 circulantes estuvieron muy disminuidas cuando se com-
pararon con las obtenidas en animales del tipo silvestre heterocigético.
También, en estas condiciones, se bloqued la activacion de STAT3 y de
la expresion de tres genes sensibles a STAT3; SOCS3, CD14 y el del ami-
loide sérico A2. Por el contrario, ratones knockout TLR4, TLR2 y CD14 no
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mostraron deficiencias en la produccién de IL-6. Sorprende atin mas que
ninguno de estos knockouts mostr retraso en la replicacion de los hepa-
tocitos. Estos datos indican que el receptor TLR4, como también el TLR2
y el CD14 no tienen mision alguna en la regulacion de la produccion de
citoquinas o en la replicacion del DNA después de la hepatectomia. Sin
embargo, las vias que dependen de MyD88 parece que son las responsa-
bles de la produccién de TNFo e IL-6 y de sus vias sefializadoras.

PROGRESION DEL CICLO CELULAR

La red de citoquinas que interviene en la fase iniciadora de la regene-
racion hepdtica corresponde al paso de los hepatocitos quiescentes (reposo
proliferativo) desde GO a G1. Una vez que se ha verificado esta transicion,
la progresion del ciclo celular estd dirigida por los factores de crecimiento
los cuales, una vez superado el punto de restriccion en la fase G1 del ciclo,
alcanzan la fase S, de sintesis del DNA. La transicion G1/S se asocia con
la fosforilacion de la proteina RB, con la expresion incrementada del
miembro de la familia RB, p107, de las ciclinas D, E y A, y la formacién
de los complejos CDK4/ciclina D y CDK2/ciclina E [39].

El HGF y la familia de ligandos que se une al receptor EGF (EGFR),
son factores de crecimiento que impulsan la progresion del ciclo celular
durante la regeneracion hepatica [40]. HGF se produce por las células me-
senquimadticas y actia sobre los hepatocitos de manera paracrina o endo-
crina. Sus efectos son multiples y entre ellos se pueden distinguir los mor-
fogénicos, los motogénicos y los mitogénicos. Se han realizado estudios
sobre la regeneracion hepdtica en ratones con supresion especifica en he-
patocitos del c-MET, el gen que codifica el receptor HGF [41]. Borowiak
et al. [58] han demostrado que la sefializacién inducida por HGF/c-MET
es esencial para la entrada en el ciclo celular después de la hepatectomia
parcial, y que es la responsable de la activacion de la quinasa regulada por
sefiales extracelulares 1/2 (ERK1/2). Huh et al. [41] han descrito que ra-
tones con hepatocitos deficientes en el gen c-MET sufrian mortalidad ma-
siva después de la hepatectomia parcial y asi podian examinar el papel de
esta via en otros modelos de lesion hepdtica. Esto demuestra que la sefia-
lizacion inducida por HGF/c-MET promueve hepatoproteccién frente a la
apoptosis y facilita la cicatrizaciéon de la necrosis hepatocelular inducida
por CCl,. La discrepancia en la supervivencia postoperativa entre los dos
ultimos estudios se relaciona probablemente con las diferentes técnicas
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quirdrgicas utilizadas por los dos grupos. Hasta el momento, y hasta que
se disponga de resultados adicionales, no es posible decidir si la sefializa-
cién mediada por HGF/c-MET funciona en la mitogenesis, o si su mision
es la de mantener la homeostasis de los hepatocitos, facilitando asi la re-
plicacion celular.

La familia de ligandos que se une a EGFR incluye, ademéas del EGF
(factor de crecimiento epidérmico), el TGFo (factor transformante del cre-
cimiento alfa), el factor de crecimiento epidérmico unido a la heparina
(HBEGF), y la anfiregulina (AR). TGFa es un factor autocrino, producido
por los hepatocitos, activo sobre los mismos hepatocitos [42]. Ejerce sus
efectos sobre la motilidad celular y la vascularizacion, pero su efecto prin-
cipal es estimular la proliferacion. Los ratones transgénicos que hiperexpre-
san TGFo, manifiestan una proliferacion hepatocitica constitutiva que even-
tualmente puede conducir al cdncer. Aunque en ratones normales la
expresion del gen TGF o se eleva después de la hepatectomia parcial, en ra-
tones knockout TGF o no aparecen defectos en la regeneracion hepdtica [43].
Laregeneracion normal observada en estos knockouts es probablemente una
consecuencia de la compensacion efectuada por otros ligandos de EGFR.

Después de la hepatectomia parcial, HBEGF se expresa antes que
HGF y TGFa y parece que ejerce un papel tnico en la regeneracion he-
patica [44]. La hepatectomia parcial del 30% del higado, en comparacién
con la del 70%, dio como resultado una replicacién del DNA retrasada
y poco coordinada, a pesar de la activacion de la cascada de las citoqui-
nas [45]. Una sola inyeccion de HBEGF, 24 horas después de la hepatec-
tomia parcial del 30%, pudo superar este bloqueo entre la iniciacién y
la progresion del ciclo celular, produciendo una ronda de replicacién del
DNA. Es curioso observar que este efecto no se produjo cuando se admi-
nistré HGF o TGF. Ademads los ratones knockout HBEGF mostraron un
retraso en la replicaciéon del DNA después de la hepatectomia del 70%,
aunque este retraso se compensé parcialmente por un incremento anterior
en la expresion del gen TGF o en estos animales.

La anfiregulina (AR) también parece contribuir a la regeneracion, ya
que los ratones carentes de este factor muestran una deficiencia significa-
tiva en la replicacidén del DNA después de la hepatectomia parcial [46, 47].
No se ha realizado una comparacién directa entre la AR y otros ligandos
del EGFR, pero es probable que los diferentes factores de crecimiento rea-
licen misiones sobre la regeneracion hepatica, que se solapan parcialmen-
te. La complejidad de la sefializacion a través del EGFR puede atribuirse
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al nimero de ligandos EGF implicados, a sus especificidades por diferen-
tes receptores heterodiméricos y al matiz de la siguiente activacion de las
vias senalizadoras intracelulares [46].

Tanto c-MET como EGFR son receptores con actividad tirosina qui-
nasa, los cuales reclutan enzimas y proteinas para fosforilar dominios in-
tracelulares de cada receptor. Muchas vias sefializadoras se activan de esta
manera, y una vez activadas regulan multitud de factores de transcripcion,
inician la traduccién y regulan las vias metabdlicas (Figura 2). Una via
sefalizadora mitogénica interesante, que integra sefales procedentes de
citoquinas, a la vez que sefiales procedentes de factores de crecimiento, es
la cascada Ras-Raf-MEK, que resulta de la activacion de ERK1/2, la cual
se relaciona con la replicacion del DNA in vivo y la proliferacién de hepa-
tocitos in vitro [48]. Ademads, los factores de crecimiento HGF y TGFo
y las citoquinas TNF e IL-6 estimulan la actividad de ERK1/2 en cultivos
primarios y en lineas celulares de hepatocitos [49-50]. Una familia de li-
gandos de receptores, tirosina, el 1,2-bis [2-(3.5-dicloropiridiloxi)] benze-
no (TCPOBOP), y el 4cido retinoico, actian como mitdgenos primarios
para los hepatocitos in vivo, ya que son capaces de inducir la replicacion
sin previa pérdida de tejido. E1 TCPOBOP, que se une al receptor cons-
titutivo androstano (CAR), se ha demostrado que estimula la sintesis del
DNA en hepatocitos de manera independiente de muchas moléculas que
son criticas para la regeneracion hepdtica post hepatectomia, tales como
TNF, IL-6, NFxB, STAT3 y ciclina D1 [51]. Sin embargo, no estan del
todo definidas las vias a través de las cuales la activacion de CAR dirije
la replicacion de los hepatocitos.

Una serie de estudios de Columbano et al. [52], han observado que la
proliferacién de los hepatocitos en knockouts dobles TNFRI” y TNFR2”,
que normalmente no responden a la regeneracion inducida por cirugia [78,
79], podian ser estimulados por el ligando sintético de CAR, el TCPOBOP.
En este caso la proliferacién celular se verificarfa sin intervencién de los
factores de transcripcion NFxB y STAT3. Estos datos indican que los ago-
nistas CAR son potencialmente ttiles para estimular la proliferacién de los
hepatocitos durante el trasplante de higado de donantes subdptimos que
normalmente no serian convenientes para el trasplante hepatico. La induc-
cién de la via sefializadora Ras-MAPK por citoquinas (TNFo e IL-6) y fac-
tores de crecimiento (TGFo y HGF), es critica para la activacion de factores
de transcripcién inmediatos tempranos (AP1, C/EBPB, NFxb y STAT3). Es-
tos factores de transcripcion regulan la expresion temporal de la subunidad
reguladora de la ciclina 1 (Figura 3), la cual activa sus correspondientes
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FiGura 2. Vias sefializadoras activadas por factores de crecimiento durante la regeneracion
hepdtica. La estimulacion de los receptores tirosina quinasa para HGF (c-Met) y de los ligan-
dos EGF, TGFo, HB-EGF y AR (EGFR) activan numerosas vias seiializadoras intracelulares
que regulan los factores de transcripcion implicados en la regeneracion hepdtica. mTOR y su
inhibidor rapamicina modula el control traduccional de estas vias. HGF, factor de crecimiento
hepatocitico;, EGF, factor de crecimiento epidérmico; TGFa, factor transformante del cre-
cimiento alfa; HB-EGF, EGF unido a la heparina; AR, anfirregulina; mTOR, objetivo de la
rapamicina en mamiferos [1].

CDK 4, 6, mediante la formacién de un complejo [53, 54]. La progresion
hacia la fase S requiere la fosforilacién de RB por CDK4/CDK6 en comple-
jo con la ciclina D. La proteina RB fosforilada se disocia del factor de trans-
cripcién E2F el cual, una vez libre y activo estimula la transcripcion de la
ciclina E y otros genes promotores de la fase S [55]. La asociacién de la
ciclina E con CDK2 conduce a la hiperfosforilaciéon de RB, lo cual estimula
la progresion del ciclo celular hacia la fase S. Las proteinas inhibidoras de
CDK (CDKI), p21“r' y p27%P®! regulan negativamente la actividad CDK
mediante la formaciéon de complejos proteicos. La fosforilacion de estas
proteinas inhibidoras CDKI por el complejo CDK2/ciclina E supone el
marcaje para su degradacion [81, 82]. La progresion G2/M requiere la ex-
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presion de la ciclina B1 y la activacion del complejo CDK1-ciclina B, me-
diante la desfosforilacién y activaciéon de CDKI1 por las fosfatasas Cdc25B
y Cdc25C [55]. La expresion de las kinasas Polo-like y Aurora B tiene tam-
bién lugar durante la fase G2 del ciclo celular y estas quinasas fosforilan
proteinas que son criticas para la progresion de la mitosis [56, 57].

Utilizando ratones transgénicos o knockout se ha demostrado que la
activacion de factores de transcripcion tempranos inmediatos es critica para
la activacion transcripcional de los genes ciclina de la fase S y la expresion
de proteinas implicadas en la supervivencia de los hepatocitos durante la
regeneracion hepdtica inducida por hepatectomia parcial. Estos factores de
transcripcion tempranos e inmediatos incluyen los genes c-Myc, C/EBPp,
Crem-1, c-Jun'y STAT3. La expresion de éstos se requiere para alcanzar ni-
veles normales de las ciclinas D1, E, or B1 después de la hepatectomia par-
cial (Figura 3), mientras que c-Jun es necesario para la supervivencia de los
hepatocitos durante la regeneracion [1-3].

Los mitdégenos primarios, anteriormente mencionados, tales como el
TCPOBOP, inducen la proliferaciéon de los hepatocitos, lo cual produce
hiperplasia debido a un incremento de la replicacién del DNA y de la masa
hepatica. TCPOBOP produce una respuesta proliferativa fuerte y ripida
en higado de ratén. Se ha demostrado que la iniciacién de la replicacién
de los hepatocitos en respuesta a TCPOBOP ocurre con més rapidez que
cuando se induce por hepatectomia parcial. También se ha demostrado
que el tratamiento con TCPOBOP no induce muchos de los eventos ini-
ciales que se crefan que eran criticos para la regeneracion hepatica [58].
Ya se ha comentado que la activacion de factores de transcripcion latentes
(NFxB, STAT3), eleva la expresion de factores de transcripcion inmedia-
tos-tempranos (AP1, c-Myc, LRF1, egrl), e incrementa la sintesis de fac-
tores de crecimiento (TGFo, HGF), todos ellos considerados esenciales
para la regeneracion hepdtica, pero ninguno de ellos se induce durante la
poliferacion de los hepatocitos mediada por CAR u otro receptor nuclear
[59, 60] (Figura 4). El adelanto en la replicacion del DNA de los hepato-
citos, inducido por tratamiento con TCPOBOP, se debe a la estimulacién
més temprana de la expresion de la ciclina D1 en los hepatocitos prolife-
rantes, lo que indica que el receptor nuclear CAR activa directamente la
transcripcion de la ciclina D1 sin comprometer a los factores de transcrip-
cién tempranos e inmediatos [61]. Sorprendentemente, el tratamiento con
TCPOBOP en ratones ciclina D17 mostré un retraso en la proliferacién de
los hepatocitos, pero ello caus6 un estimulo més tardio con un incremento
compensatorio de la ciclina E [62].

121



BASES CELULARES Y MOLECULARES DE LA REGENERACION HEPATICA

® ®
-

Inactivo

Ficura 3.  Regulacion de los genes del ciclo celular en hepatocitos en regeneracion inducida
por hepatectomia parcial. Flechas azules, seiializacion ciclo celular; Flechas verdes,
regulacion positiva transcripcional; Flechas rojas: regulacion negativa; Flechas naranjas,
fosforilacion; Flechas amarillas, desfosforilacion. La induccion de la via Ras-MAPK por las
citoquinas (TNFa and IL-6) y los factores de crecimiento (TGFo y HGF) estimulan la
expresion de factores de transcripcion tempranos inmediatos (AP1, C/EBPJ, NFxB y STAT3),
los cuales regulan la expresion de la ciclina DI, que activa las quinasas dependientes de
ciclina 4 y 6 (Cdk 4, 6), mediante formacion de complejo. La via TNFa-NFxB estimula la
expresion del gen Gadd45B implicado en la prevencion de la apoptosis. Para la entrada en
la fase S, se requiere que la proteina retinoblastoma (RB) sea fosforilada por Cd4/Cdk6-
ciclina D. RB fosforilada se disocia del factor de transcripcion E2F, el cual, al quedar libre,
estimula la transcripcion de la ciclina E 'y otros genes promotores de la fase S. La asociacion
de la ciclina E con Cdk2 conduce a la hiperfosforilacion de RB, estimulando asi la progresion
del ciclo celular. Las proteinas p21°*" y p27*"" (CDKI) regulan negativamente la actividad
CDK mediante la fomacion de un complejo. La fosforilacion de los CDKI por el complejo
Cdk2-ciclina E, se requiere para su degradacion. Los hepatocitos en regeneracion de ratones
knockout Foxml” muestran niveles elevados de CDKI, lo que indica que Foxml controla la
expresion de genes que regulan los niveles nucleares de estas proteinas CDKI. Foxml se
requiere para la expresion de la fosfatasa promotora de la fase S, Cdc25A, que desfosforila
Cdk2 y activa Cdk2-Ciclina E. Foxml es esencial para la progresion hacia la mitosis porque
regula la transcripcion de Cdkl activando la transcripcion de los genes que codifican la
Jfosfatasa Cdc25B y la ciclina y los reguladores mitoticos Aurora B quinasa, survivina y Polo-
like quinasa 1. La survivina forma un complejo con Aurora B quinasa y con la proteina
interna del centromero (INCENP), donde juega un papel critico en la localizacion del complejo
Aurora-B quinasa-INCENP en la region interna de los centromeros cromosomicos en los
estadios tempranos de la mitosis (Costa et al., 2005) [53].
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Ficura 4.  Regulacion de los genes del ciclo celular en hepatocitos en proliferacion inducida
por CAR. El diagrama del ciclo celular se decribe en la leyenda de la Figura 3. El receptor
nuclear CAR evita la induccion de los factores de transcripcion tempranos inmediatos y acti-
va la expresion de ciclina D1 y el factor de transcripcion Foxml, ambos criticos para la
progresion del ciclo celular, replicacion del DNA y mitosis. El receptor nuclear CAR también
estimula la expresion del gen Gadd45p, implicado en la prevencion de la apoptosis (Costa et
al., 2005) [53].

Aunque los ratones knockout TNFRI" y los doble knockout TNFRI1™"
TNFR2" no responden a la hepatectomia parcial, Columbano et al. han de-
mostrado que TCPOBOP produjo una intensa proliferacion de los hepatoci-
tos en ratones deficientes en estos receptores, y que este fendmeno se
asociaba con elevadas concentraciones de ciclina D1 [52]. Esta espetacular
induccidn de la proliferacion indica que existe un didlogo negativo entre las
vias sefializadoras TCPOBOB-CAR y TNFo-NFkB, ambas reguladoras de
la proliferacién de los hepatocitos. Por otro lado, se ha observado que la pro-
liferacion de los hepatocitos inducida por TCPOBOP, tanto en ratones nor-
males como en los deficientes en TNFR se verificé sin induccién detectable
de los factores de transcripcion NFxB o STAT3 [52], factores que se indu-
cen normalmente en higado en regeneracion post hepatectomia [1-3, 63].
Para examinar si las vias sefializadoras TNFo-NFxB y TCPOBOP/CAR son
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diferentes, estos autores estudiaron la expresion de Gadd453/MyD118, un
miembro de la familia Gadd45[ de factores inducibles por hepatectomia
parcial y por tratamiento con TCPOBOP. Ellos demostraron que TCPOBOP
indujo la expresion hepética de Gadd45 de la misma manera que la he-
patectomia parcial, tanto en ratones normales como en deficientes en TNFR
y por tanto, la falta de activacion de NFxB no alter6é la induccién de
Gadd45[3 mediada por CAR [52]. Posteriores estudios evaluaron la expre-
si6n genética inducida por TCPOBOP en ratones CAR” y encontraron que
los cambios inducidos en la expresion de genes, incluida la estimulacién de
Gadd45, desaparecieron completamente, ya que todas estaban mediadas via
activacion del receptor nuclear CAR. Los resultados indican que en higado,
Gadd45p se induce por una via distinta que requiere CAR y es independien-
te de la via TNFo/NFxB.

Se ha demostrado que el tratamiento de ratones de doce meses con
el agonista de CAR, el TCPOBOP, caus6 una elevaciéon en la replica-
cién y mitosis de los hepatocitos similar a la observada en ratones de
dos meses [64]. La estimulaciéon de la sintesis de DNA por TCPOBOB
se asocid con una elevada expresion de varias proteinas relacionadas con
el ciclo celular (ciclinas D1, A y B1, E2F, RB y p107), todas ellas ex-
hibieron expresion comparable en ratones jovenes y viejos. El tratamien-
to con TCPOBOP también elevo la expresion del factor de transcripcion
Forkhead Box M1 (FoxM1 or FoxM1B, conocido previamente como HFH-
11B), en ratones jovenes y restauré los niveles del mRNA FoxMI1 en
ratones viejos [64]. Se sabe que FoxM1 regula la transcripcién de los
genes requeridos para la progresion de los hepatocitos hacia la replica-
cién y mitosis [15, 65, 66] y la expresion inducida de Foxml esta seve-
ramente comprometida durante la regeneracion en ratones viejos [67-69].
Ademads, el mantenimiento de FoxM1, s6lo en hepatocitos de ratones vie-
jos, fue suficiente para restaurar la sintesis de DNA, mitosis y la expresion
de genes reguladores del ciclo celular a niveles encontrados en higado de
ratén en regeneracion (Figura 3). La induccidn de la expresion de FoxM1
por TCPOBOP en ratones viejos es asi consistente con los niveles norma-
les de la proliferacion de los hepatocitos y reestablece la expresion de los
genes reguladores del ciclo celular (Figura 4). Estos datos indican que
FoxM1 es objetivo importante de la via TCPOBOP-CAR que estimula la
proliferacion de los hepatocitos en ratones viejos.

Durante la regeneracion hepética en ratén, la expresion de Foxml1 se
induce hacia la mitad de la fase G1 y la expresion prematura de FoxM1
causa una replicacién y mitosis mds temprana de los hepatocitos y una
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anticipada expresion de los genes requeridos para entrar en la fase S y la
mitosis. La supresion condicional del gen FoxM 1 en hepatocitos adultos de
ratén han demostrado que este gen se requiere para conseguir elevados
niveles de replicacion del DNA en hepatocitos regenerantes y que es esen-
cial para la mitosis [15, 69]. Foxml se requiere también para la expresion
de la fosfatasa Cdc25A y para disminuir la acumulacién nuclear de los
CDKI, p21*' y p27%*!' [15, 65, 69]. Para la entrada en mitosis, FoxM1 re-
gula la transcripciéon de CDKI1 activando la fosfatasa Cdc25B vy la ciclina
B1, y los reguladores mitéticos Aurora B quinasa, survivina y Polo Like
quinasa 1, que fosforilan sustratos esenciales para la mitosis [65-67].

VIAS METABOLICAS EN LA REGENERACION HEPATICA

La regeneracion hepdtica, después de la hepatectomia parcial, es una
respuesta perfectamente calibrada cuyo sensor aparente es la demanda de
la funcidn hepética. Ha sido dificil identificar los mecanismos moleculares
que dan cuenta de la capacidad del higado para modular su crecimiento de
acuerdo a las necesidades del organismo. Sin embargo, el incremento en
las demandas metabdlicas, impuesto al higado remanente después de la
hepatectomia parcial, estd probablemente conectado con la activacién de
la maquinaria implicada en la replicacién del DNA.

La administracion de una mezcla de aminodcidos a ratas intactas induce
una oleada de replicacion de los hepatocitos, por el contrario, la privacion
de proteinas bloquea la regeneracion hepdtica después de la hepatectomia
parcial [70]. Se ha observado que los aminodcidos regulan la proliferacion
de los hepatocitos a través de la expresion de la ciclina D. La iniciacién de
la traduccidn de las proteinas es un punto de control que tiene que integrar
a los nutrientes y la energia con las sefales mitogénicas. Después de la he-
patectomia parcial, la actividad de la p70 S6 quinasa se eleva, y la acti-
vacion de 4E-BP1 (represor traduccional) disminuye, lo que conduce a
incrementos en la traduccion. Estas dos proteinas son efectores de mTOR
(objetivo de la rapamicina), que es parte de un complejo que percibe el
status energético y de nutrientes y que también integra las sefales de los fac-
tores de crecimiento, lo que resulta en la traduccidn de proteinas y en la pro-
liferacion celular [71]. La importancia de la traduccién en la regeneracion
hepética se ha puesto de manifiesto en ratones knockout S6 después de la
hepatectomia parcial, donde se observé una completa pérdida de la repli-
cacion de los hepatocitos [72]. El complejo mTOR puede regular la rege-
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neracién hepdtica modulando el crecimiento celular y la proliferacion en
respuesta a las demandas energéticas del higado remanente, dado que la ra-
pamicina, un inhibidor de mTOR, inhibe la replicacién del DNA después de
la hepatectomia parcial [73]. Si esto ocurre, la regeneracion hepética tiene
un contrincante en este complejo, porque los mecanismos sensores de nu-
trientes en las células de mamiferos modulan el crecimiento celular depen-
diendo de la disponibilidad de estos nutrientes. Después de la hepatectomia
parcial, el higado remanente necesita mantener la homeostasis sistémica de
nutrientes, mientras sus propias cé€lulas sufren el crecimiento y proliferacion.

INTERACCION DE LAS DIFERENTES ViAS

Aunque se ha comentado por separado las vias activadas por citoquinas,
las activadas por factores de crecimiento y las metabdlicas, todas ellas in-
teraccionan entre si después de la hepatectomia parcial, en las diferentes
etapas de la regeneracion. Una conexidn importante que tiene lugar entre
citoquinas y factores de crecimiento es la activacion, por el TNF, de las
metaloproteinasas de la matriz (MMP). La actividad de varias metaloprotei-
nasas se eleva después de la hepatectomia parcial [74], y en un reciente es-
tudio con ratones knockout 7IMP3 se implica a una MMP denominada en-
zima convertidora del TGFo (TACE, también conocida como ADAM17)
[75]. TIMP3 es un inhibidor especifico de TACE, y los ratones knockout
TIMP3 muestran elevadas concentraciones de TGF y un adelanto en la en-
trada en la fase S, después de la hepatectomia parcial. Sin embargo, seis dias
después de la hepatectomia parcial, una porcién de estos animales deficien-
tes en el gen TIMP3 mueren, posiblemente debido a la pérdida de la regula-
cion de las vias sefializadoras TNF.

El grupo de Fausto ha demostrado que el mismo TNF activa a TACE,
lo que origina la liberacién de TGFa, la activaciéon de EGFR y la proli-
feracion celular en hepatocitos en cultivo [49]. La activacion secuencial de
los receptores de las citoquinas y factores de crecimiento puede estimular
numerosas vias sefializadoras intracelulares necesarias para la superviven-
cia celular y la proliferacion (Figura 5). Como se ha demostrado que TACE
rompe las formas precursoras de las citoquinas y entre ellas muchos ligan-
dos de EGFR [76], como HBEGF, AR y TGFa, se necesita profundizar en
estos estudios para dilucidar su papel en la regeneracion hepatica.
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Ficura 5. Vias de activacion del EGFR mediante actividad TACE. La union de TNFo. su
receptor TNFR activa NFxB y AKT, estimulando la produccion de citoquinas y las vias de
supervivencia (panel izquierdo). El TNF activa también a TACE, que libera por hidrolisis a
TGFo, que se encuentra inactivo unido a la membrana. El TGF o activo se une y activa a
EGFR, un receptor tirosina quinasa, lo que conduce, a su vez, a la activacion de ERKI1/2
(panel derecho). La cooperacion entre las citoquinas (TNF) y los factores de crecimiento
(ligandos EGF), activa las vias sefializadoras necesarias para la supervivencia, crecimiento
y proliferacion de los hepatocitos. EGFR, receptor del factor de crecimiento epidérmico;
TACE, enzima convertidor del TGFo,; NFKB, factor nuclear kappa B; TNF, factor de necrosis
tumoral; TGFo, factor transformante del crecimiento alfa; ERKI1/2, quinasa regulada por
sefiales extracelulares 172 [1].

En un interesante estudio sobre la proliferacién de hepatocitos cultiva-
dos con células epiteliales hepaticas, Serandour et al. [77] han mostrado
que el EGF por si solo no es capaz de iniciar la replicacién de los hepa-
tocitos, pero la exposicion del sistema a EGF y TNF induce la replicacion
en un 30% de los hepatocitos. Estos autores demuestran que el efecto pri-
mario de TNF es activar las MMP, las cuales posteriormente degradan los
componentes de la matriz extracelular, permitiendo asi la proliferacién de
los hepatocitos. Este régimen de EGF y TNF es capaz de inducir repetidas
rondas de replicacion de los hepatocitos. Estos resultados estdn en conso-
nancia con los anteriormente mencionados sobre las interacciones entre
TNF y EGFR en la transduccién de sefiales, y proporcionan un interesante
sistema in vitro para estudiar la regeneracion hepatica.
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CONCLUSIONES

Durante los ultimos afios ha surgido gran interés por el estudio de los
mecanismos celulares y moleculares implicados en la regeneracién hepa-
tica. Los cientificos experimentales consideran que la regeneracion he-
patica post hepatectomia constituye un modelo tinico para estudiar la trans-
duccioén de sefiales y los acontecimientos del ciclo celular de una manera
sincronizada. Desde la perspectiva clinica, el progreso en el conocimiento
de los mecanismos que controlan la regeneracion hepatica es de importan-
cia fundamental para el manejo y desarrollo de nuevas terapias en casos de
enfermedades hepdticas agudas y crénicas (cirrosis). La interaccion entre
el conocimiento bdsico y los resultados clinicos estd estrechamente conec-
tada con estudios que tratan de células progenitoras hepdticas y de la re-
poblacién del higado durante el desarrollo y la enfermedad.

La regulacion del crecimiento de higados trasplantados, y particular-
mente el del higado donante en el trasplante de donantes vivos, parece
seguir los mismos principios de aquellos que regulan la regeneracion he-
patica después de hepatectomia parcial en animales de laboratorio. Se
necesitan ain mayores esfuerzos para aplicar el conocimiento adquirido en
la investigacién experimental a la resolucién de problemas clinicos, tales
como evitar el fracaso de trasplantes de pequefio tamafio, conseguir un
crecimiento hepatocelular mas rdpido después del trasplante, etc. Otro
asunto de gran repercusion clinica es la pérdida de la actividad replicativa
de los hepatocitos en la progresion de la cirrosis [78]. Pudiera ser que los
hepatocitos en las fases tardias de la cirrosis hayan agotado su capacidad
replicativa. Si este fuera el caso, pudiera la senescencia replicativa de los
hepatocitos contradecir los datos experimentales obtenidos por trasplante
seriado en ratén en el que se demostré que los hepatocitos eran capaces de
duplicarse hasta 80 veces [79]. Y, por ultimo, habria que conseguir que la
restauracion de la capacidad proliferativa de los hepatocitos corrigiera las
deficiencias funcionales sin riesgo de tumorigenesis.

ABREVIATURAS

AKT, proteina quinasa B, serina-treonina quinasa; AR, anfiregulina,
ligando que se une al EGFR; CAR, receptor nuclear constitutivo andros-
tano; Cdc25, Cdc fosfatasa; CDKI, inhibidor de las CDK; EGF, factor de
crecimiento epidérmico; EGFR, receptor del EGF; ERK, quinasa regulada
por sefales extracelulares; FoxM1, forkhead box, factor de transcripcion;
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Gadd45p factor inducible por hepatectomia parcial y por TCPOBOB me-
diado por CAR; GH, hormona del crecimiento; HBEGF, EGF unido a la
heparina; HGF, factor de crecimiento de hepatocitos (scatter factor), 1L-
6, interleuquina 6, citoquina; INCENP, proteina interna del centrosoma:
JAK, quinasa Janus; LPS, lipopolisacdrido; cMET, receptor del HGF;
MMP, metaloproteinasa; MyD88, factor de diferenciacion mieloide 88;
NF«B, factor nuclear kappa B, factor de transcripcién; OSM, oncostatina;
TACE, ADAMI17, enzima convertidora del TGFo; SCF, stem cell factor;
SOCS, supresor de la sefalizacion mediada por citoquinas; STAT, trans-
ductor de sefiales y activador de la transcripcion; TCPOBOP, 1,2-bis [2-
(3.5-dicloropiridiloxi)] benzeno ligando sintético de CAR; TLR, receptor
Toll Like; TNF, factor de necrosis tumoral; TNFR, receptor de TNF;
mTOR, objetivo de la rapamicina; WEEI, quinasa que fosforila CDK2.
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S. Mecanismos que regulan
la regeneracion hepatica

INTRODUCCION

Un medio para comprender los mecanismos que intervienen en la re-
generacion hepdtica es determinar las moléculas criticas que regulan este
proceso. Para ello, se han llevado a cabo una serie de estudios encamina-
dos a esclarecer qué genes se expresan de novo en el higado remanente al
inicio de la regeneracion. Las células en el higado normal se encuentran
en estado quiescente o de reposo proliferativo, pero después de la hepatec-
tomia parcial o de la lesion hepatocelular, las células cambian hacia el
estado proliferativo en respuesta a determinadas sefiales. Estas sefiales se
transmiten al nicleo en las etapas iniciales de la regeneracion hepdtica, y
activan en el higado remanente una serie de genes de respuesta al creci-
miento. Con los recientes avances se ha demostrado que el nimero de
genes implicados en este proceso se cifra en mds de cien. En la mayoria
de los casos estos genes no se expresan en el higado normal, sin embargo,
la intensidad de su expresion se eleva exponencialmente en minutos o en
pocas horas después de la lesién o la reseccion quirdrgica. El curso tem-
poral de esta expresion define la conexion entre proliferacion y cese del
crecimiento, e indica que se han transmitido sefiales reguladoras del cre-
cimiento en las células del higado remanente.

INDUCCION DE LA EXPRESION DE GENES

Existen dos clases de genes: los que regulan el crecimiento elevando
su expresion durante la fase proliferativa y retornan a su expresion normal
a los tres dias, y los que regulan el ciclo celular mostrando un méaximo
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agudo a las 24 horas, que coincide con la primera ronda de replicacion,
seguido de una segunda ronda de replicacion menos aguda que ocurre a las
48 horas de la hepatectomia [1-3]. No todos estos genes son «genes tem-
pranos inmediatos», un nimero de ellos se expresa pocas horas después de
la induccion inicial de los genes tempranos y son los denominados «genes
tempranos retrasados». Estos tltimos estdn regulados a nivel transcripcio-
nal o post-transcripcional por productos de los genes tempranos inmedia-
tos. A este respecto, una cascada reguladora de la expresion de genes del
ciclo celular permite a la célula progresar a través de la fase G1 del ciclo
celular. Por dltimo, los cambios en los niveles de ciclinas y sus quinasas
reguladoras, por regulacion transcripcional y post-transcripcional permite
la transicién desde G1 (ciclina D, CDK4 y 6), hasta S (ciclina E, CDK?2),
y las dltimas fases del ciclo celular, G2/M (ciclina A, B). Los complejos
ciclina D/CDK4 y 6 son importantes para la progresion a través del punto
de restriccion en G1, porque en parte fosforilan a la proteina RB. Los
inhibidores asociados a las ciclinas, p21 y p27 son importantes, tanto por
su intervencion a través del ciclo como por su inhibicién en caso de pro-
liferacién alterada (Figura 1) [1-3].

i HEPATECTOMIA
e PARCIAL

GO (quiescencia)
\ G

gene;\e pranus
mrnm:ll,alos

.'
genes tempfanos

“Ciclina E. A

Ficura 1. Ciclo celular de las células hepdticas después de la hepatectomia parcial. Las
células normales quiescentes en GO sufren una rdpida transicion a GI1 acompaiiada por la
transcripcion de genes tempranos inmediatos de respuesta al crecimiento, seguidos por los
genes tempranos retrasados y por las ciclinas. Sigue la fase S (sintesis de DNA) y poste-
riormente la transicion G2/M que implica la mitosis [1].
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En el complejo proceso de la regeneracion hepdtica intervienen dos
vias principales, una dependiente de citoquinas y la otra no dependiente de
citoquinas (Figura 2). Muchas citoquinas y factores de crecimiento estan
implicados en la regulacion de la regeneracién hepdtica. Las citoquinas
incluyen a TNF e IL-6 y los factores de crecimiento a HGF, EGF, TGFa,
insulina y glucagén. Existen unos factores de transcripcién individuales
o proteinas requeridas para que se verifique la regeneracion hepdtica en
condiciones éptimas.

célula de Kupffer

Insulina \
T3 Morepinefrina
PZN‘CREnsi K

TIROIDES GLANDULA
ADRENAL

FiGURA 2. Después de la hepatectomia parcial o lesion hepatocelular infligida por agentes
hepatotoxicos o virus, se inician una serie de sefiales en el higado. Factores derivados del
intestino, como el lipopolisacdrido (LPS) alcanzan el higado a través de la sangre portal
y activan las células de Kupffer y las endoteliales e incrementan la produccion de TNF e
IL-6. Otros factores se liberan del pdncreas (insulina), duodeno (EGF), gldndula adrenal
(norepinefrina), gldndula tiroides (triyodotiroxina; T3) y lipocitos (HGF). La cooperacion de
estos factores permite a los hepatocitos superar los puntos de control del ciclo celulary pasar
de la fase GO a la G1 y de la GI a la fase S. Esto conduce a la sintesis del DNA y a la pro-
liferacion de los hepatocitos. La sefializacion a través del TGFp, que inhibe la sintesis del
DNA en los hepatocitos, se bloquea durante la fase proliferativa y se restaura al final del
proceso regenerativo para que los hepatocitos retornen al estado quiescente (Taub, 2004) [5].
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FACTORES CIRCULANTES EN LA REGENERACION
HEPATICA

Molten y Bucher en 1967 [4] comenzaron a vislumbrar que unos fac-
tores circulantes, presentes en suero de ratas hepatectomizadas, podian
inducir la replicacién de los hepatocitos en animales normales. Mdas tarde
otros experimentos con hepatocitos aislados identificaron varios factores
de crecimiento, tales como HGF, TGFa y el factor antiproliferativo TGFp.
Fue entonces dificil probar el papel de cada uno de estos factores sobre los
mecanismos de la regeneracion hepdtica. Posteriormente, han sido los es-
tudios moleculares sobre las cascadas de expresion génica en higado rege-
nerante, los que han proporcionado evidencias sobre los mecanismos que
se activan rdpidamente en el higado remanente después de la hepatectomia
parcial. Se han identificado mds de cien genes tempranos inmediatos que
son activados por factores de transcripcion. Estos factores de transcripcion,
normalmente en estado latente, cuando se activan inducen la expresion de
genes implicados en la transiciéon GO/G1 [3-5]. Los perfiles de expresion
génica indican que algunos genes se activan transitoriamente, mientras que
otros, particularmente aquellos implicados en la sintesis proteica y creci-
miento celular, se elevan a lo largo de toda la respuesta proliferativa en el
higado en regeneracion.

Los factores humorales secretados y los solubles, que intervienen en
la respuesta a la hepatectomia parcial, se han clasificado en cinco catego-
rias basadas en gran parte en el modelo propuesto por Fausto er al. [6]:
(1) Factores iniciadores, que hacen competentes a los hepatocitos para
responder a los factores de crecimiento, promoviendo la transicion GO —
G1; este grupo incluye a las citoquinas TNF e IL-6, ambas se cree que se
generan en respuesta al LPS (lipopolisacarido) derivado de las bacterias
intestinales, después de la hepatectomia parcial. (2) Factores de crecimien-
to, que permiten a los hepatocitos iniciados o competentes progresar en la
transicion G1 — S; este grupo incluye a los potentes mitégenos HGF,
TGFo y EGF. (3) Comitégenos, que facilitan la accion de los mitégenos;
en este grupo se incluye a la insulina y la epinefrina. (4) Inhibidores del
crecimiento, que suprimen la respuesta regenerativa de los hepatocitos,
cuya expresion estd inhibida durante la regeneracion; este grupo incluye la
activina y el TGFEB. (5) Supresores de los inhibidores de crecimiento, que
inhiben la actividad de los inhibidores del crecimiento por elevada afini-
dad y unidn reversible a estos inhibidores, haciéndolos incapaces de unirse
a sus receptores celulares e incapacitindolos a impartir sus propiedades
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inhibidoras del crecimiento; este grupo incluye al inhibidor del TGF, el
péptido LAP (latency associated peptide) y al inhibidor de la activina, la
folistatina.

célula de Kupffer

FiGura 3. Mecanismos que se activan durante la regeneracion hepdtica por accion de
citoquinas y factores de crecimiento. A: Factores de crecimiento. El factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEGF) se une a las células endoteliales, que desencadenan la li-
beracion de pro-HGF, desde los lipocitos. La uroquinasa activadora del plasminégeno (uPA)
libera el HGF que se une al receptor c-Met en los hepatocitos para activar las quinasas PI3K,
AKT y S6. La senalizacion HGF libera al TGFa y activa otras sefiales compartidas con las
vias mediadas por las citoquinas, tales como API, la quinasa aminoterminal Jun (JNK), las
quinasas reguladas por seiiales extracelulares (pERK), la proteina intensificadora de la union
a CCAAT (C/EBP)B y la proteina que se une al factor insulinicol (IGFBPI). Estos facto-
res activan el objetivo de la rapamicina (TOR), y esto conduce a la progresion del ciclo
celular al incrementar la expresion de las ciclinas Dy E 'y reducir la concentracion de p27.
B: Citoquinas. Moléculas implicadas en: la inmunidad innata, el lipopolisacdrido (LPS),
factores del complemento C3a y C5a y moléculas de adhesion intercelular (ICAM), activan
las células de Kupffer, las cuales producen TNFo. Este, a su vez, activa la expresion de
IL-6 por las células de Kupffer. TNFa e IL-6 activan los hepatocitos vecinos, lo que causa la
activacion del transductor de sefiales y activador de la transcripcion (STAT)3, y la expresion
del factor stem-cell (SCF) y de varias proteinas. Otras proteinas inhibidoras que intervienen
en la terminacion de la regeneracion hepdtica también se activan (se muestran en naranja):
el TGFB (producido por los lipocitos), el inhibidor del activador del plasmindgeno (PAI), el
supresor de la sefializacion de citoquinas-3 (SOCS3), p27 y otros inhibidores de las CDK. Los
receptores de la superficie celular se muestran en rojo (Taub, 2004) [5].
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Las vias intracelulares sefializadoras, en las que se encuentran impli-
cadas las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) y mads es-
pecificamente las quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK), la
quinasa aminoterminal jun (JNK) y los receptores tirosina quinasa, se ac-
tivan rdpidamente de acuerdo con un programa cronoldgico inducido por
las sefiales iniciadoras. Gracias a investigaciones genéticas y farmacolo-
gicas [6, 7], es hoy posible conocer muchas de las proteinas que inter-
vienen en las vias sefializadoras dependientes de citoquinas o factores de
crecimiento e identificar los mecanismos que se solapan entre ellas (Figu-
ra 3). Las citoquinas se unen a sus receptores celulares y generan sefiales
que conducen a la activacion de factores de transcripcion. Lo que distingue
a las citoquinas de los factores de crecimiento es que activan selectivamen-
te seflales que pueden no estar ligadas a la mitogénesis [8, 9]. Esta distin-
cién no siempre estd clara, ya que hay objetivos de las citoquinas que estan
conectados con el crecimiento celular, tal como ERK, que pueden ser ac-
tivados por unas y otros.

El hallazgo de factores de transcripcion activos indica la operatividad
de mecanismos dependientes de citoquinas (TNFa. e IL6) e independientes
de citoquinas (HGF, TGF y otros), que son importantes reguladores de la
respuesta regenerativa [5, 10]. Una serie de factores de transcripcion espe-
cificos, tales como NFkB, STAT3 y API se activan rdpidamente en los
hepatocitos remanentes minutos después de la hepatectomia parcial.

PAPEL DE LAS CITOQUINAS EN LOS MECANISMOS
QUE DESENCADENAN LA REGENERACION HEPATICA

Las citoquinas se unen a sus receptores celulares y generan senales
intracelulares que conducen a la activacion de factores de transcripcion.
Como se encontré que los factores de transcripcion NFkB y STAT3 se
activaban inmediatamente después de la hepatectomia parcial, se pensé
que eran las citoquinas las que regulaban la respuesta regenerativa. Estu-
dios con ratones knockout establecieron que, después de la hepatectomia,
la regeneracion hepética, que incluye hepatoproteccién, requiere la inter-
vencion de IL-6, pero esta citoquina no es suficiente para la induccién de
este proceso [11, 12], pues en ausencia de IL-6, la restitucion de la masa
hepatica s6lo experimenta un retraso. La IL-6 es una citoquina efectora en
varios procesos, que estd implicada en la fisiologia hepdtica, incluyendo la
hepatoproteccidn, la respuesta a la fase aguda y la mitogénesis (Figura 4).
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Algunos estudios han cuestionado el papel preponderante propuesto para
la IL-6 en la respuesta mitogénica post hepatectomia [5].

La unién de la IL-6 a la cadena alfa de su receptor IL-6R, la forma
soluble gp80, asociada a dos subunidades de gp130, estimula la actividad
tirosina quinasa de miembros asociados a la familia de las Janus quinasas
1 (JAK1) (Figura 4) [8, 9]. Una vez activa la JAK1 fosforila a gp130 en
un residuo tirosina (Y), lo que ocasiona la dimerizacion de STAT3, requi-
sito necesario para que STAT3 pueda traslocarse al nicleo y activar la

Célula de " @

Kupffer

MUCLED £ 36

I s P
f"” + "‘H.,‘
Regeneracion Respuestaala  Hepatoproteccion
hepatica fase aguda (anti-apoptosis,
anti-necrosis)

FiGura 4. Mecanismos sefializadores de la via IL-6 - STAT3. La IL-6, procedente de las
células de Kupffer, se une al IL-6R en los hepatocitos e interacciona con las dos subunidades
de gpl130 y activa a JAK (quinasa Janus), la cual desencadena dos vias: Primera, la de la
MAPK que se activa por SHP2-GRB2-SOS-Ras (donde SHP2, proteina tirosina fosfatasa 2
que contiene dominio SH2; GRBs, proteina 2 unida al receptor del factor de crecimiento y
SOS. Solo se indica Ras). Segunda, la de STAT3, que se activa a través de fosforilacion de
la tirosina (Y), mediada por JAK. STAT3 dimeriza y se trasloca al niicleo, donde activa un
36% de genes tempranos inmediatos. En higado este proceso promueve la regeneracion
hepdtica, la respuesta de la fase aguda y la hepatoproteccion frente a Fas 'y lesion toxica. La
transcripcion del supresor de la sefializacion por citoquinas (SOCS3) estd también regulada
por IL-6. SOCS3 interacciona con JAK y bloquea la sefializacion de las citoquinas (Taub,
2004) [5].
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transcripcion de genes. La estimulacién de gp130 activa también la casca-
da sefializadora MAPK y las evidencias obtenidas indican que JAK1 activa
la tirosina fosfatasa SHP2, que contiene dominio SH2, y recluta la proteina
2, unida al receptor del factor de crecimiento GBR2 y a SOS. El complejo
GRB2-S0OS, a su vez, activa a Ras, lo cual conduce a la activaciéon de Raf-
MEK-ERK (MEK significa MAPK y ERK quinasa). La cascada sefaliza-
dora MAPK es crucial para la proliferacion celular [13] y se ha observado
que la sefalizacion mediante IL-6 puede también activar directamente qui-
nasas que estdn implicadas en la supervivencia celular, como la fosfatidi-
linositol 3-quinasa y la AKT [14].

Después de la hepatectomia parcial, 1a regeneracion hepatica est4 alte-
rada en higado de ratén IL6” lo que se caracteriza por necrosis hepatocelu-
lar y fallo hepético, reducida respuesta de sintesis del DNA en hepatocitos
y discretas anormalidades en la fase G1, incluyendo la carencia de activa-
cién de STAT3 y alteraciones selectivas en expresion génica [11]. El defec-
to se limita a los hepatocitos, ya que la sintesis del DNA parece que es
normal en células no parenquimadticas en higado IL6”. También el TNFa. se
requiere para conseguir una respuesta proliferativa adecuada después de la
hepatectomia parcial. Esto se ha conseguido utilizando ratones knockout
para el receptor TNF (TNFR1). Este efecto estd mediado por la capacidad
del TNFa de inducir a IL-6, ya que el tratamiento con esta tltima citoquina
corrige el defecto en la sintesis del DNA, que ocurre en ratones knockout
TNFR1, al que antes hemos aludido. Por razones no explicables, sin embar-
go, la ausencia de TNFo no perjudica la regeneracion hepética [15]. El
trasplante de médula 6sea mostré que las células de Kupffer producen
la mayor parte de IL-6 en higado y que el TNFo induce la produccién de
IL-6 por activacion del factor de transcripcion NFkB, que a su vez activa la
transcripcion del gen IL-6 [16]. El sistema inmune innato es el principal
responsable de la produccion de IL-6 y TNFa por las células de Kupffer. El
lipopolisacérido (LPS), un componente del sistema inmune innato que inte-
racciona con el receptor LPS en las células de Kupffer, es importante en el
proceso que desencadena de la regeneracion post-hepatectomia y en otros
modelos de lesion hepdtica (Figura 2). Ademds se ha detectado que los
miembros de la cascada del complemento C3a y C5a interaccionan con los
receptores en las células de Kupffer para estimular la liberacion de IL-6 y
TNFo. Se han observado defectos en la regeneracion hepética en animales
deficientes en C3 y C5 que se relacionan con menor expresion de IL-6,
TNFa, STAT3 y NFxB [17].
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SENALIZACION Y ACTIVACION GENICA REGULADA
POR LA IL-6

La defectuosa regeneracion hepatica en higado puede explicarse por el
gran nimero de vias activadas por genes que resultan alterados en higado
IL-67. Un 36% de los genes tempranos inmediatos que se activan durante
la regeneracion hepdtica estdn regulados por la IL-6 (Figura 4). El tra-
tamiento de ratones IL-6” con IL-6, en ausencia de hepatectomia parcial,
induce un nimero mucho menor de genes, lo que indica que la IL-6 co-
opera con otros factores que se inducen por hepatectomia parcial, que son
los que activan el resto de los genes. El SCF, factor que se une al receptor
tirosina quinasa Kit, es un objetivo de IL-6 y es un factor de crecimiento
que se activa por rotura proteolitica de su precursor pro-SCF [18]. Aunque
el mecanismo mediante el cual IL-6 activa a SCF no estd del todo aclara-
do, los cambios regenerativos en ratones IL-6” pueden corregirse por tra-
tamiento con SCF. También SCF puede activar a STAT3 sin intervencion
de IL-6 y de la via sefalizadora MAPK.

Teniendo en cuenta estas consideraciones puede resumirse que IL-6,
a través del complejo gp130-IL-6R, produce la activacién de dos vias se-
nalizadoras importantes: STAT3 y MAPK (Figura 4). Como el fenotipo
STAT3-null es letal embrionario, se han utilizado los knockouts STAT3
especificos del higado, Alb* STAT3™ (donde Alb significa el promotor de
la albimina y fI, el alelo suprimido), para comprobar que la contribucién
de STAT3 a la respuesta proliferativa estd mediada por IL-6. La sintesis
del DNA en higado Alb* STAT3™" estuvo alterada después de la hepa-
tectomia parcial y las anormalidades detectadas en la activacién de los
genes tempranos inmediatos no fueron idénticas a las encontradas en hi-
gado IL-67. La activacién normal de la via MAPK (pERK) en higado
Alb* STAT3™" apoya la idea que no todos los efectos de IL-6 sobre la proli-
feracion de los hepatocitos estdn mediados por STAT3. Ademads los estu-
dios de Taub et al. [5] proporcionan las primeras evidencias in vivo del efec-
to de STAT3 de promover la progresion del ciclo celular y la proliferacion
en condiciones fisioldgicas, lo que demuestra que no estd clara la separa-
cidén entre citoquinas y factores del crecimiento en cuanto a la regulacién de
las vias sefializadoras.
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El knochout condicional gpl30” tiene menos impacto sobre la sintesis
del DNA posthepatectomia, que podria haberse esperado de los fenoti-
pos IL” o STAT3” en ratones knockout. Sin embargo, en este modelo (hi-
gado suprimido en gp130) se observaron deficiencias en la expresion de
las ciclinas E y A, lo que indica que esta proteina es importante para la
progresion normal del ciclo [19]. Otro estudio describe que se requiere
la IL-6 para mantener la supervivencia del higado después de la hepatec-
tomia [20]. Los datos obtenidos en condiciones en las que la IL-6 estu-
vo sobreexpresada en higado, apoyan también el papel propuesto para la
IL-6 como el principal regulador de la proliferacién de los hepatocitos. Las
evidencias experimentales detectadas en casos en los que el receptor solu-
ble sIL-6R estuvo hiperexpresado, refuerzan la importancia de este recep-
tor en el crecimiento hepdtico mediado por la hepatectomia parcial [21,
22]. El mantenimiento de grandes concentraciones de IL-6 en un periodo
de dos semanas, incluso en ausencia de exceso de IL-6R, dio lugar a una
proliferaciéon masiva de hepatocitos, lo que indica que la necesidad de
otros factores de crecimiento puede ser contrarrestada por elevadas con-
centraciones de IL-6 [23].

El papel preciso de IL-6 en la regeneracion hepdtica y en la prolife-
racion de los hepatocitos es controvertido y el papel de SOCS3 permanece
sin aclarar. Sun et al. [24] muestran que el tratamiento in vitro con IL-6
inhibié la proliferacion de hepatocitos en cultivo porque IL-6 indujo la
expresiéon de p21°P'. Utilizando cocultivo con células hepaticas no paren-
quimdticas, estos autores han encontrado que IL-6 inhibe directamente la
proliferacion de los hepatocitos por un mecanismo dependiente de p21°*',
e indirectamente favorece la proliferacion de los hepatocitos al estimular
las células no parenquimaticas a producir HGF.

Considerados todos estos resultados, se concluye que la IL-6 muestra
claramente efectos pleiotropicos en el higado, por una parte se necesita
para una respuesta normal integrada a la hepatectomia parcial, y por otra,
se requiere para la respuesta a la fase aguda, la supresion de la apoptosis,
y la induccién de la proliferacion de los hepatocitos.
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FACTORES DE CRECIMIENTO: HGF Y TGFa

No se cree que la IL-6 sea un poderoso mitdgeno para los hepatocitos,
ya que la estimulacién de la proliferacion hepdtica es minima en ausencia
de hepatectomia parcial, a menos que la IL-6 esté hiperexpresada [5]. Ade-
mads de las vias dependientes de citoquinas, varios factores de crecimiento
funcionan promoviendo la replicacién celular durante la regeneracion he-
patica. Sobre las bases de estudios in vivo e in vitro, el TGFo y el HGF se
consideran los factores de crecimiento mds importantes [ 10, 25, 26]. El HGF
se sintetiza in vivo, por las células no parenquimaticas, particularmente por
los lipocitos, y por tanto afecta a los hepatocitos de manera paracrina. El pre-
cursor del HGF, el pro-HGF, se activa rapidamente, después de la hepatec-
tomia parcial o lesion hepatica, por accion de proteasas tales como la uPA
(uroquinasa activadora del plasmindgeno) y su efector el plasmindgeno [27,
28] (Figura 3). El bloqueo de uPA retrasa la aparicion del HGF y la regene-
racion hepdtica, mientras que el bloqueo del inhibidor del activador del plas-
mindgeno (PAI) acelera la liberacién del HGF y la regeneracion hepatica.
Si se administran anticuerpos HGF al mismo tiempo que se provoca una
lesion hepdtica por administracion de CCl, la respuesta regenerativa se blo-
quea. Por otro lado, la infusién de HGF en roedores reduce el grado de le-
si6n hepdtica inducida por CCl, [29].

El HGF regula varios procesos en el higado, y es también un estimu-
lador directo de la proliferacion de los hepatocitos. Como el HGF (recep-
tor c-MET) es un factor de crecimiento importante en varios tejidos, y
como los knockout de sus genes (HGF y c-MET) da como resultado un
fenotipo letal, ha sido muy dificil utilizar modificaciones genéticas acce-
sibles para estudiar in vivo las vias sefializadoras que son reguladas por el
HGF [25, 26]. Para resolver este problema, se ha utilizado un knockout
condicional, especifico del higado del receptor c-MET y se ha demostrado
que la via HGF-MET es importante para la sintesis del DNA después
de la lesi6on hepdtica [25]. Ademds una serie de datos han surgido de
investigaciones sobre otros ratones knockout, tales como uPA, plasmind-
geno y VEGF (vascular endothelial growth factor). También con medios
farmacolégicos, anticuerpos y adenovirus, se ha demostrado que el HGF
tiene un regulador, el TGFa, que funciona en la respuesta mitogénica del
higado.

El HGF es un potente inductor de la sintesis del DNA en hepatocitos
en cultivo y también altera la morfologia y motilidad de las células, Como
muchos otros factores de crecimiento, el HGF ejerce efectos pleiotrépicos
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sobre varias vias sefializadoras mitogénicas. El HGF activa el receptor ti-
rosina quinasa ¢c-MET, como también a varias otras vias que implican a
PI3K, ERK, S6 kinasa y AKT [30]. En hepatocitos aislados se ha detec-
tado que el efecto mitogénico del HGF estd en parte regulado por otro
factor, el TGFa, ya que los anticuerpos anti-TGFa bloquean parcialmente
la sintesis del DNA en higado regenerante [31]. Sin embargo, como un
gran nimero de receptores y ligandos pertenecen a la familia TGF y EGF,
la incapacidad de bloquear todos estos ligandos y receptores simultidnea-
mente, ha hecho muy dificil probar que los mitégenos mas potentes para
los hepatocitos, el TGFa y el EGF son de importancia crucial para la re-
generacion hepdtica. Igualmente, el VEGF interacciona especificamente
con las células sinusoidales endoteliales en el higado y puede causar un
incremento en la produccion del HGF por células no parenquimaéticas. Este
crecimiento mediado por VEGF depende de la presencia de células endo-
teliales, y se bloquea en parte con anticuerpos HGF [32].

DIALOGO ENTRE CITOQUINAS Y FACTORES
DE CRECIMIENTO

Las vias de sefalizacion celular mediadas por HGF y TNFo/IL-6 (Fi-
gura 3) son necesarias para la regeneracion hepdtica, pero, como se co-
mentd anteriormente, otras sefiales y otros factores de transcripcion inter-
vienen en la respuesta regenerativa, que no se han relacionado todavia con
otro factor del crecimiento o citoquina. Existen pocas moléculas transduc-
toras de sefiales (ERK y JNK), factores de transcripcion (AP1 y C/EBPJ,
proteina intensificadora de la unién a CCAAT) y la proteina de unién al
factor insulinico 1 (IGFBP1), que puedan estar reguladas, tanto por facto-
res de crecimiento como por citoquinas (Figura 3). Esto permite especular
acerca de como la combinacién de sefiales de las citoquinas y factores de
crecimiento puede conducir a una robusta regeneracion y reparacioén he-
paticas después de la lesion. Por ejemplo, ambos TNFo y HGF pueden
activar a JNK y MAPK-ERK, los cuales son reguladores cruciales en la
activacion de Jun. Uno y otro pueden también inducir la proliferaciéon
celular y la expresion de la ciclina D1, proteina importante en el creci-
miento hepatico [13, 33]. En higado regenerante, la rapamicina, un me-
dicamento inmunosupresor, que se sabe que bloquea la regeneracion he-
patica, inhibe la activacién de la ciclina D1, previniendo, por tanto, la
progresion a través de G1 y la entrada en la fase S. La rapamicina funciona
a través de la inhibiciéon de TOR (target of rapamycin), un importante
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regulador de la traduccion de las proteinas, de la sintesis de los ribosomas
y de la maquinaria del crecimiento celular, que tiene un papel significativo
en las transiciones del ciclo celular [34].

Las vias sefializadoras inducidas por IL-6-TNFo y el HGF regulan la
actividad de varios factores de transcripcién homo y heterodiméricos AP1,
que incluyen el heterodimero Jun-Fos. La actividad de AP1 se requiere
para la activacion de una serie de proteinas implicadas en la respuesta al
crecimiento, y la cooperaciéon de AP1 con STAT3 amplifica la expresion
de genes en el higado, lo que va a originar una respuesta adaptativa du-
rante la regeneracion hepética [35, 36]. Otro posible punto de interseccion
entre HGF e IL-6 puede ser la regulacion del gen IGFBPI, el cual codifica
una proteina promitogénica y hepatoprotectora que se activa in vivo por la
IL-6 y también por el HGF [37].

IGFBPI es uno de los genes que se induce mds rdpidamente en el hi-
gado en regeneracion y su proteina producto IGFBP1 puede modular el cre-
cimiento celular a través de las vias sefializadoras mediadas por el IGF o
puede sefalizar por mecanismos independientes de IGF, lo que implica la
activacion o supresion de la via mediada por la integrina. En la transcrip-
cién del /IGFBPI interviene parcialmente la IL-6, que es la responsable del
50% de la induccion de la expresion de dicho gen después de la hepatecto-
mia parcial. Aunque los ratones IGFBPI”"" se desarrollan normalmente, la
regeneracion hepatica post hepatectomia estd alterada [37], y se caracteriza
por necrosis hepatocelular y por un retraso y reduccién de la sintesis del
DNA en los hepatocitos. Esta respuesta regenerativa anormal se asocia con
menor activacion MAPK-ERK y menor expresion de C/EBPJ, factor de
transcripcion conectado a las vias reguladas por las citoquinas. Al igual que
las anormalidades observadas en ratones hepatectomizados C/EBP[”, la ex-
presion de las ciclinas A y B1 de la fase S estd retrasada y reducida en higa-
dos IGFBPI™, pero la expresion de la ciclina-D1, que est4 alterada en hi-
gados de ratones IL-6", se muestra relativamente normal. El tratamiento de
ratones IGFBPI"" con una dosis de IGFBP1, previa a la operacion, induce la
activacion de MAPK-ERK y la expresion de C/EBP, lo que indica que
IGFBP1 puede sostener la regeneracion hepatica afectando las activida-
des de MAPK-ERK y C/EBP. Como los receptores IGF no son regula-
dores importantes del crecimiento de los hepatocitos, la hipétesis predomi-
nante es que IGFBP1 estimula el crecimiento de los hepatocitos a través de
vias independientes de IGF, modulando quiza la sefializacion mediada por
la integrina.

149



BASES CELULARES Y MOLECULARES DE LA REGENERACION HEPATICA

Ambas C/EBPP e IL-6 estan implicadas en las vias de activacién de
las citoquinas durante la respuesta a la fase aguda del higado. Sin em-
bargo, estudios en animales C/EBPJ" y IL-6", no revelaron una correla-
cién positiva entre IL-6 y C/EBPP. De hecho, la concentracion de IL-6
estuvo elevada en animales C/EBPf”, y un posterior tratamiento con
IL-6 empeoré el resultado después de la hepatectomia parcial. Igual que
en los ratones IL-67, la regeneracién hepdtica estd alterada en ratones
C/EBP[3”, pero los genes y las vias que estdn afectadas son diferentes de
las reguladas por IL-6 [38]. De manera que el mecanismo de activacion e
induccion de C/EBPJ durante la regeneracion hepdtica permanece sin es-
clarecer, pero la conexion entre la actividad de C/EBPJ y la expresion de
IGFBPI1 es interesante y sitda a C/EBPP dentro de las vias de regeneracion
en una posicion donde puede ser regulada por las sefiales de los factores
de crecimiento y las citoquinas (Figura 4).

PROTECCION HEPATICA DESPUES DE LA LESION

Los factores de crecimiento y las citoquinas, tales como HGF, IGFBP1
e IL-6 promueven la supervivencia hepdtica al estimular la regeneracion
en varios modelos de lesion hepdtica, que incluyen la mediada por Fas, la
causada por hepatotoxinas (CCl,, tioacetamida, paracetamol) y por isque-
mia, proporcionando ademds hepatoproteccién [5-7]. La relacién entre los
efectos promitogénicos y los efectos protectores de estos factores no esta
claramente definida, pero al menos, parte de esta proteccién se verifica
mediante induccién de la expresion de proteinas antiapoptdticas que regu-
lan la cascada de las caspasas. Estos hallazgos ofrecen nuevas posibilida-
des de mecanismos comunes de hepatoproteccidn, tanto en lesion hepdtica
inducida por Fas como por hepatotoxinas, y permiten predecir las interven-
ciones terapéuticas que pueden ser beneficiosas para el tratamiento de en-
fermedades hepéticas en humanos.

Los anélisis mds detallados de hepatoproteccion han sido realizados
con animales deficientes en IL-6, y ha sido ya parcialmente definido el
papel protector de esta citoquina frente a la lesion [39, 40]. El papel de su
regulador, el TNFa (Figura 5), estd menos claro, ya que el TNFa puede,
por un lado proteger, y por otro lado intensificar la lesién hepatica [41,
42]. Sin embargo, la senalizaciéon mediada por TNFa, que conduce a la
activacion del NF-kB, es claramente antiapoptética [43, 44]. La IL-6 pro-
duce una mejoria en lesion hepdtica aguda, ya que se ha detectado que
después del tratamiento agudo con CCl, los ratones /L-6" desarrollaron
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lesion hepatocelular y regeneracion defectuosa [45]. Esto estuvo acompa-
fado por una reduccién significativa de la activacion de STAT3 y NF-xB
y por una menor sintesis del DNA y respuesta mitética en hepatocitos [38].
A diferencia de la hepatectomia parcial, el tratamiento con CCl, produjo
un incremento en la apoptosis de los hepatocitos en higados IL-6". El
pretratamiento con IL-6 redujo la lesién aguda y la apoptosis mediada por
el CCl,, y acelerd la regeneracion hepatocelular, tanto en higado normal
como en higado IL-6".

La unién con Fas, causante principal de la apoptosis, proporciona
nuevos conocimientos de los mecanismos a través de los cuales la IL-6
reduce la apoptosis de los hepatocitos. Se ha observado que los ratones
IL-6" son mds susceptibles a la apoptosis mediada por Fas, que los res-
pectivos controles [46]. Después de la activacion por Fas, los higados
IL-6" muestran alteraciones en las vias apoptdticas que implican a las cas-
pasas 8 y 3, como también a la liberacion del citocromo c resultante del
incremento de la permeabilidad mitocondrial. Los higados IL-6" presentan
concentraciones reducidas de factores antiapoptéticos BCL2 and BCL-X,
y una mayor degradacion del inhibidor FLIP de la caspasa 8 [Fas-associa-
ted death domain (FADD)-like IL-1-converting enzyme (flice)-inhibitory
protein] después del tratamiento con Fas (Figura 5). El factor STAT3, el
responsable principal de la hepatoprotecciéon mediada por IL-6, bloquea la
lesién apoptética por dos mecanismos: primero por la induccién de los
reguladores anti-caspasa; y segundo por la reduccién de la lesion oxidativa
mediante la activacién de una proteina antioxidante REF1 [47, 48].

De la misma manera IGFBP1, otro factor promotor de la regeneracion,
es marcadamente protector frente a la lesion mediada por Fas, que ocurre
por vias diferentes de las estimuladas por IL-6 and STAT3 [49]. Después
del tratamiento con Fas, la deficiencia en IGFBP1 se asocia con una apop-
tosis masiva de los hepatocitos, consecuencia de la activacion de las caspa-
sas, que se corrige por pretratamiento con IGFBP1. Una serie de resultados
indican que IGFBP1 es importante en la regulacién de dos factores apopto-
génicos, la metaloproteinasa de la matriz 1 (MMP1) y el TGFp.

El HGF es también protector en la lesion hepatica mediada por Fas, ya
que la concentracién de HGF se relaciona con la proteccién frente a la
cirrosis [25, 50, 51]. En un modelo de cirrosis hepdtica en rata, producido
por dimetilnitrosoamina, se produjeron concentraciones plasmaticas eleva-
das de HGF humano, que se obtuvieron por transfeccién del gen humano
HGF en el musculo esquelético. Esto dio como resultado la activacion del
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receptor c-MET y una disminucion en el incremento de TGFB1 que nor-
malmente se asocid al tratamiento con dimetilnitrosoamina. Ademas, se ha
observado que la infusién de HGF inhibe la fibrogénesis y la apoptosis
de los hepatocitos, causa la resolucién de fibrosis en un higado ya cirré-
tico, y mejora la supervivencia en ratas con enfermedad hepdtica. El blo-
queo de la apoptosis de los hepatocitos se debe en parte a la capacidad del
HGF para inactivar Racl por fosforilacion mediada por PI3K/AKT (Fi-
gura 5) [52]. También parece inhibir directamente la sefalizacion por Fas
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FiGura 5. Mecanismos protectores del higado frente a la apoptosis. La union de FasL a
FasR activa la cascada de las caspasas, induce la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) por la NAPDH oxidasa y Racl (pequeiia proteina unida al GTP que activa la NAPDH
oxidasa), e induce la expresion de IGFBPI. IL-6/STAT3 bloquea la apoptosis por activacion
de FLIP [Fas-associated death domain (FADD)-like IL-1-converting enzyme (flice)-inhibitory
protein]; BCL2 y BCL-X,, que son inhibidores de la cascada de las caspasas; y REFI, que
bloquea la produccion de ROS al inhibir la activacion de Racl. HGF también bloquea la
produccion de ROS al inactivar Racl. IGFBPI funciona sobre las células no parenquimdticas
para prevenir la sefializacion de la fibronectina y bloquea la conversion pro-MMP9 a MMP9.
MMP9 causa la activacion proteolitica del TGFPI, que funciona en los hepatocitos
estimulando el paso pro-caspasa-8 a caspasa-8 y pro-caspasa 3 a caspasa 3. IGFBP1 también
previene directamente la conversion de pro-caspasa 3 en caspasa-3. Cambios de la membrana
mitocondrial (Ay) regulados por las proteinas proapoptoticas BAX o BID, originan la salida
del citocromo ¢, que activa la caspasa 3 por accion de la caspasa 9 y APAFI (componente
del apoptosoma junto con el citocromo c 'y la caspasa 9). ROS también activa la caspasa 3,
que en sus tltimas consecuencias genera la apoptosis (Taub, 2004) [5].
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a través de una interaccion entre Fas y el receptor c-MET [53]. Como en
el caso de la IL-6, no esta claro si el efecto de HGF sobre la cirrosis se
limita a su efecto sobre la lesion hepatocelular o si directamente reduce la
activacion de la fibrogénesis [24].

CAMBIOS HEMODINAMICOS DERIVADOS
DE LA HEPATECTOMIA PARCIAL

La lesion tipica de un tejido ocasiona la disrupcion de las redes vascu-
lares de capilares y la extravasacion de la sangre por la liberacion local de
los factores de coagulacién, plaquetas, factores de crecimiento, etc. [54]).
En el caso de la hepatectomia de los 2/3 del higado, los tres 16bulos hepati-
cos se eliminan quirdrgicamente sin lesion de los dos 16bulos residuales,
aunque se verifican grandes cambios en el flujo de sangre que atraviesa el
higado remanente. Estos cambios hemodindmicos, después de la hepatecto-
mia parcial, son importantes e inducen un espectro de acontecimientos im-
portantes en el higado. El suministro de sangre arterial por unidad de tejido
hepatico no cambia, pero la contribucion portal se eleva unas tres veces. La
vena porta mantiene el flujo completo de sangre procedente del intestino,
bazo y pancreas. Este flujo necesita atravesar los sinusoides, cuya capa-
cidad desciende mateméaticamente a un tercio del original. Estos capilares
poseen células endoteliales fenestradas que proporcionan acceso directo del
plasma a los hepatocitos. Un reciente estudio demuestra que si estos cam-
bios se previenen manteniendo constante la presion de la vena porta, existi-
rd una activacion deficiente del HGF y se producird una mayor apoptosis de
los hepatocitos, incluso aunque la cinética del marcaje nuclear del PCNA
no parezca afectada [55].

Otro aspecto que necesita ser profundizado es el impacto potencial del
cambio de la presioén parcial de oxigeno en el flujo sanguineo hepatico
después de la hepatectomia parcial. La vena porta posee una concentracion
de oxigeno mucho menor que la sangre arterial, asi que el incremento
relativo en la presion de la sangre portal por unidad de tejido debida a la
hepatectomia parcial ha de ocasionar una disminucién de la presiéon de
oxigeno en la sangre circulante que ha de desencadenar una respuesta
hipoxica. Se ha demostrado que la hipoxia en el higado puede ser regulada
mediante vias diferentes de las cldsicas, ya que el HIF1a (factor inducible
por hipoxia alfa), no se ha identificado en el nicleo de los hepatocitos,
pero se ha detectado en peroxisomas y mitocondria [56]. El triple aumento
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del flujo de sangre portal causa un triple incremento matematico en la
disponibilidad de factores de crecimiento y citoquinas derivados del intes-
tino y pdncreas. Tales factores incluyen insulina y factor de crecimiento
epidérmico (EGF), endotoxina y nutrientes derivados de los alimentos
(aminodcidos, lipidos y carbohidratos). De todos los aspectos de la rege-
neracion hepatica, la importancia de los acontecimientos hemodindmicos y
los cambios en la proporcidn relativa de la sangre arterial/portal, son los
menos estudiados y menos comprendidos. Sin embargo, existe casi un total
acuerdo que los cambios descritos anteriormente pueden explicar los me-
canismos sefalizadores en el tejido hepdtico [2].

Nakatsuka et al. [57] han estudiado los cambios hemodindmicos que
se establecen después de la hepatectomia parcial al elevarse flujo de sangre
portal en los 16bulos remanentes, donde se induce la expresion de los
genes tempranos inmediatos, entre los que se encuentra el que codifica el
inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1). Asi, estos autores han
detectado que las fuerzas mecdnicas generadas por el flujo de sangre (shear
stress), inducen inmediatamente la expresion del gen PAI-I en los hepa-
tocitos. Asi que cuando hepatocitos en cultivo fueron expuestos a estas
fuerzas mecanicas, la concentracion del PAI-1 mRNA se elevo a las tres
horas con valores significativamente mds elevados que los controles y
gradualmente decreci6. La induccién de la expresion del gen PAI-I fue
dependiente del shear stress mas que del shear rate y estuvo acompaiiada
por elevada producciéon de la proteina PAI-1. El andlisis funcional del
promotor de 2.1-kb de gen PAI-I indic6 que un segmento de 278-bp que
contenfa las secuencias consenso de los factores de transcripcion Spl y
Ets-1 fue critico para el incremento de la transcripciéon de PAI-I depen-
diente de shear stress, pero ninguno de ellos por si solos previno la trans-
cripcion basal de PAI-1 y aboli6 la respuesta del promotor del PAI-1 al
shear stress. Estos datos llevan a la conclusion que la expresion del gen
PAI-1 en hepatocitos es sensible al flujo y se encuentra regulada a nivel
transcripcional por los cambios circulatorios hemodindmicas, via interac-
ciones cooperativas entre Spl y Ets-1.

La recuperacion del higado después de la hepatectomia parcial, la
ligadura del ramal porta o el trasplante hepdtico, depende de como se
regenera el higado después de la operacion. El profundizar en estos meca-
nismos es de importancia fundamental para la prevenir fracasos postope-
ratorios y mejorar la superacion de los trasplantes. El papel de una serie
de citoquinas y factores de crecimiento ha sido ya estudiado y comentado
ampliamente como desencadenante de la regeneracién hepdtica, pero la
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«preparacion» de los mismos hepatocitos, anterior a la accién de las cito-
quinas o factores de crecimiento, se considera necesaria para la «inicia-
cién» de la regeneracion. Se ha sugerido que las fuerzas hemodina-
micas, que surgen de cambios en el flujo y presion de la sangre portal
después de la hepatectomia parcial estdn involucradas en el mecanismo
que conduce a la iniciacion [2]. Como los hepatocitos se encuentran ex-
puestos directamente a los espacios de Disse, en los cuales fluye la sangre
portal a través de los sinusoides hepaticos, se encuentran también expues-
tos a las fuerzas mecdnicas hemodindmicas ejercidas por el flujo sangui-
neo, y estas fuerzas mecdnicas al elevarse pueden afectar a las funciones
de los hepatocitos.

Se han detectado alteraciones en la morfologia, funcién y expresion
génica en respuesta al estrés hemodinamico en varios tipos de células, pero
pocos estudios han investigado esta respuesta en hepatocitos. Kan et al.
[58] han observado que este estrés eleva la velocidad de eliminacion del
amonio y la sintesis de la urea por hepatocitos en un sistema de cocultivo
hepatocitos/células no parenquimatosas. Tilles et al. [59] han investigado
la funcién de hepatocitos de rata cocultivados con fibroblastos expuestos
a flujo en un bioreactor y han demostrado que el estrés generado por este
flujo afecta la sintesis de albimina y urea. Los estudios de Natkasuka
et al. [57] han revelado que la expresion de un nimero de genes tempranos
inmediatos del factor de respuesta temprana el crecimiento 1 (Egr-1), in-
hibidor de la activador del plasminégeno-1 (PAI-1), y fosfatasa del higado
regenerante-1 (PRL-1), se induce en l6bulos hiperperfundidos durante las
primeras horas después de la hepatectomia o ligadura del ramal porta. Los
resultados de estas y otras investigaciones sugieren que los hepatocitos son
sensibles a los cambios a las fuerzas mecdnicas derivadas del mayor flujo
sanguineo y que su funcién y expresion génica estd regulada no s6lo por
mediadores quimicos (citoquinas, factores de crecimiento y hormonas),
sino también por la fuerza mecdnica generada por el flujo sanguineo.

Por tanto, el higado remanente después de la hepatectomia parcial de
los 2/3 del higado se encuentra transfundido por el volumen normal de
sangre, lo cual expone a las células endoteliales sinusoidales a un exceso
de fuerzas hemodindmicas, que constituyen el primer evento que conduce
a la restauracion hepdtica. Este exceso infligido a las células hepaticas
precede la expresion de factores, algunos de los cuales aparecen a los
varios minutos. Por ejemplo, se induce la sintesis de NO, lo cual conlle-
va la expresion de genes que participan en la regeneracion hepdtica inclu-
yendo el c-fos. Existen evidencias que demuestran que el incremento en
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c-fos después de la hepatectomia o la ligaciéon del ramal porta se inhibe
por N-nitro- L-arginina metil ester, que bloquea la NOS [60]. Braet et
al. [61] han examinado los efectos de las fuerzas hemodindmicas a nivel
estructural y molecular sobre las células endoteliales sinusoidales y sobre
los receptores de VEGF, presentes en estas células, y han descrito que
existe una relacion entre el elevado flujo portal inducido por hepatectomia
y las alteraciones morfoldgicas asociadas con las células endoteliales si-
nusoidales. También estos autores han obtenido evidencias que demues-
tran que en las células endoteliales sometidas a estas fuerzas in vitro se
detectan elevaciones significativas en las concentraciones de VEGFR-1,
VEGFR-2 y neuropilina-1 mRNA. Ademds, por efecto de estas condi-
ciones experimentales, ambos receptores alternan desde la orientacion
perinuclear a la citoplasmdtica para adherirse a los componentes del ci-
toesqueleto y a la membrana celular. Estos cambios coinciden con el com-
portamiento de las proteinas de las uniones de adherencia VE-cadherina y
B-catenina [62].
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Figura 6. Portal blood flow in normal and 70% partially hepatectomized rats. At the de-
signated time following partial hepatectomy rats were anesthetized and placed on a tempera-
ture controlled table. Following tracheotomy and saline infusion an ultrasound sensor was
fixed to the portal vein. Blood flow was monitored by ultrasonic flowmetry. Results represent
an average of 5 rats + 2 x SD. Braet et al., 2004.

Dejando a un lado los diferentes momentos cronoldgicos, el cambio
mds obvio que tiene lugar inmediatamente después de la hepatectomia
es la elevacion en las fuerzas hemodindmicas a la que son sometidas las
células hepdticas, como consecuencia de un incremento en el flujo sangui-
neo en relacion al peso del higado. Braet ef al. [61] han detectado un
incremento cercano a tres veces en el flujo portal inmediatamente después
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de la hepatectomia que persiste durante varios dias (Figura 6). Las célu-
las endoteliales que tapizan los sinusoides son las primeras en percibir
estos cambios hemodindmicos. Ya se ha comentado anteriormente que
estas c€lulas exhiben caracteristicas particulares, no tienen la tipica ldmina
basal, pero poseen fenestras que permiten el paso de quilomicrones, li-
poproteinas, hormonas, factores de crecimiento y proteasas. El tamafio y
densidad de estas fenestras resultan afectadas por los factores fisicos y por
factores solubles. La mayor presion portal afecta la morfologia de las
células endoteliales y modifica la expresion génica y la distribucién pro-
teica. Después de la hepatectomia parcial se detectdé inmediatamente un
cambio ultraestructural en forma de fenestras fusionadas y huecos en las
areas periportal y perivenosa. Mediante métodos microscopicos de diferen-
te resolucion se ha observado que los huecos pueden originarse a partir de
la fusién de varias fenestras. Wack et al. [63] han descrito un gradiente
en la porosidad entre las dreas periportal y perivenosa posterior a la hepa-
tectomia, aunque este gradiente persistié s6lo a los cinco minutos y a las
24 horas. Esto puede explicarse si se tiene en cuenta que el tamafio de los
huecos varia entre 0,3 um y 2 um. En los experimentos de Braet et al. [61]
los valores maximos de flujo sanguineo se observaron a las 24 horas. La
inconsistencia entre el nimero de huecos y la relacién del flujo sangui-
neo por mg de tejido hepatico puede reflejar el lapso de tiempo requeri-
do para que el tejido hepéatico se recupere o que la presion portal no sea
el unico factor que ejerza influencia sobre las células endoteliales sinusoi-
dales. En concordancia con la permeabilidad incrementada en la zona 1 y
en la zona 2 después de la hepatectomia, fue evidente la acumulacion de
pequeiias gotas de lipidos 10 horas después de la operacion, que persistie-
ron hasta el tercer dia. Al finalizar el proceso regenerativo, el contenido de
lipidos retorné a la normalidad.

OXIDO NITRICO (NO)

Las acciones bioldgicas del NO, radical extraordinariamente difusible
de vida media corta, oscilan entre la transduccion de sefiales y la citotoxi-
cidad. NO se genera a partir de la arginina por la 6xido nitrico sintasa
(NOS) [64]. Existen tres isoformas de NOS, la constitutiva (cNOS), que
incluye la cerebral y la endotelial, y la inducible (iNOS) [65]. Aunque
todas ellas sintetizan NO, cNOS lo hace rdpidamente a renglon seguido de
un estimulo y tiene vida media corta, sin embargo iNOS requiere la induc-
cién y la sintesis de la proteina enzimdtica y da como resultado una pro-
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longada y sostenida liberacion de NO. Las especies activas de oxigeno y
las especies activas de nitrégeno, junto con algunas citoquinas, producidas
en los procesos inflamatorios, son buenos promotores de la iNOS. En el
caso de crecimiento hepatico compensatorio las isoformas cNOS e iNOS
juegan un papel critico en el éxito de la regeneracion hepatica después de
la hepatectomia parcial. La activacion de la cNOS en las células endote-
liales hepaticas ocurre después de la unién del ligando con el receptor
(activacion del receptor colinérgico) o provocado por cambios en el shear
estres inducido por la hepatectomia sobre los vasos sanguineos [60]. Si los
cambios en la actividad cNOS a continuacién de la unién con el ligando,
pueden ser importantes en el mantenimiento del tono vascular en higado
normal, los cambios producidos por la presiéon hemodindmica inducida por
la hepatectomia sobre las células endoteliales, es un factor critico en el
proceso regenerativo [66].

El reflejo de las fuerzas mecdnicas ejercidas por la sangre sobre las
células endoteliales es un importante estimulo fisiol6gico para la actividad
de la NOS y para la liberacion de NO del endotelio. El compromiso de
dicho mecanismo puede llevar a un incremento de la resistencia vascular
y en consecuencia de presion sanguinea elevada. Shoen et al. (60) han
emitido la hipdtesis siguiente: después de la hepatectomia parcial, el incre-
mento en las fuerzas mecdnicas debido al mayor flujo de sangre al higado,
induce la liberacién de NO, el cual, a su vez, induce y desencadena la cas-
cada de reacciones que conducen a la regeneracion hepdtica. La presion
venosa portal se eleva en la misma intensidad en el caso de la hepatec-
tomia parcial que en el caso de una ligadura selectiva del ramal venoso
portal, un modelo hemodindmico de hepatectomia parcial, que origina
una situacién experimental similar en ambos modelos. Estos autores deter-
minaron los pardmetros de actividad PF y c-fos mRNA, que resultaron
inhibidos por administracion del antagonista de la NOS L-NAME (N°
nitroarginina metil ester). Posteriormente, la administraciéon del donador
de NO, SIN-1 (3-morfolinosidnonimina-1), revirtié la inhibicién en ambos
modelos. Estos resultados proporcionan apoyo a la hipdtesis que un cam-
bio hemodindmico da como resultado incremento en el shear stress en el
higado que induce la generacion de NO, el cual desencadena la cascada de
la regeneracion hepatica [60].

Por tanto, después de la hepatectomia parcial, el higado remanente
recibe el volumen de sangre previo a la hepatectomia, que ocasiona un
incremento significativo del estrés de tension y un correspondiente incre-
mento en cNOS generado por las células endoteliales hepaticas. Este incre-
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mento inicial en la actividad de cNOS y liberacién de NO es esencial en
el desencadenamiento de los eventos iniciales y las vias sefializadoras
requeridas para que las células hepdticas parenquimadticas entren en la fase
G1 y para que comience la proliferacion hepatocelular [66]. Por el con-
trario, los efectos iNOS resultan retrasados si se comparan con los de la
cNOS, debido a que la iNOS necesita que sea inducida su expresion.
Parece ser que la induccién de la iNOS ocurre predominantemente en
hepatocitos y coincide con la fase de prereplicacion celular (6-8 horas de
la hepatectomia) [66]. La induccién de iNOS depende de citoquinas y se
ha demostrado que coincide con la induccién, por IL-6, de los factores
de transcripcion [67]. Una combinaciéon de TNF e IL-6 se requiere para la
induccién de la actividad iNOS, la cual es en si misma requerida para
la regeneracion normal después de hepatectomia parcial [68]. Asi, NO
juega un papel esencial en la repoblacién de los hepatocitos del higado,
respondiendo la cNOS en el estimulo inicial que sigue a la reseccién qui-
rurgica, siendo requerida posteriormente la iNOS para proteger a las célu-
las de la muerte después que han entrado en el ciclo celular.

También se ha demostrado la participacion de la iNOS en la regenera-
cién hepética post necrética inducida por hepatotoxicos. Investigaciones del
grupo de Cascales han observado que el NO interviene en los mecanismos
fisiopatolégicos implicados en el desencadenamiento de la regeneracion post
necrdética inducida por una dosis subletal de thioacetamida [69). En higado
la actividad y el mRNA iNOS se elevaron notablemente entre las 48 y las
96 horas de la intoxicacién, coincidiendo con el midximo de regeneracion
a las 48 horas. Estos resultados indican que la actividad iNOS se eleva
paralelamente a la regeneracion post necrética y que NO se libera por los
hepatocitos o por las células de Kupffer aisladas de higado en regeneracion
y cultivadas independientemente. Ambas, actividad NOS y mRNA iNOS se
detectaron en el higado regenerante postnecroético indicando que €ste es un
efecto local. Sin embargo, el grado de contribucién de las células de Kupf-
fer y los hepatocitos a la actividad NOS total y sintesis de NO fue diferente
ya que en condiciones normales las células de Kupffer, aunque menos abun-
dantes que los hepatocitos producen un orden de magnitud méds de NO que
los hepatocitos. Esta diferencia inicial puede ser debida al efecto de la cola-
genasa del medio de perfusion, que activa las células de Kupffer, ya que
cuando estas células se incubaron independientemente durante 24 horas, este
efecto desaparecid. En cualquier caso, NO puede facilmente difundir a tra-
vés de las células y el tipo de célula donde se genera no afecta su capacidad
de inducir cambios en las células vecinas. En otro trabajo del mismo grupo
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se tratd de profundizar en los mecanismos en los que se encuentra implica-
do la iNOS y su producto NO. El compuesto nucleofilico aminoguanidina
es una hidracina que disminuye el desarrollo de complicaciones en la dia-
betes y ha sido propuesto como agente protector en humanos [70]. Ademads
la aminoguanidina estd recibiendo mucha atencién como inhibidor de la
NOS debido al reconocimiento de su selectividad hacia la iNOS, su esca-
sa toxididad y su potencial clinico, sobre modelos de inflamacién [71]. El
tratamiento con aminoguanidina previo a la intoxicacién con una dosis
subletal de tioacetamida, ha proporcionado evidencia de disminuir signifi-
cativamente la lesion hepdtica inducida por el hepatotéxico. Este efecto be-
neficioso del pretratamiento con aminoguandina no se puede atribuir sélo a
la accidén sobre la iNOS, ya que en el anterior trabajo se observé que los ni-
veles de mRNA iNOS eran sélo detectables en hepatocitos en proliferacion,
a las 48-96 horas de la intoxicacién [72]. Sin embargo la aminoguanidina
puede actuar como atrapador del peroxinitrito producido por al reaccionar
el NO producido por la ¢cNOS y por la iNOS residual, con el radical supe-
roxido generado en la biotransformacién del hepatotoxico, y de ahi su efec-
to protector sobre la severidad de la lesion hepatotéxica. Sin embargo, la
aminoguanidina ejerce un efecto apoptogénico lo que hizo que en las fases
ultimas de la regeneracion aparecieran poblaciones hipodiploides indicati-
vas de hepatocitos apoptéticos.

De todos los experimentos comentados anteriormente puede deducirse
que la generacién de NO por las NOS es un fendmeno que se desencadena
en cualquier proceso inflamatorio o de lesidn, para permitir un incremento
del flujo sanguineo a través del 6rgano, y la induccion de la expresion de
respuestas metabdlicas especificas requeridas para la recuperacion de la
funcién hepdtica.

EFECTO DE ENFERMEDADES HEPATICAS PREEXISTENTES
SOBRE LA REGENERACION HEPATICA

Datos obtenidos en centros clinicos que realizan cirugia hepatobiliar
y trasplantes de donantes vivos han informado de una mortalidad operati-
va tipica del 2-3%, asociada con grandes resecciones hepdticas cuando se
realizan en higado normal. En presencia de esteatosis la mortalidad ope-
rativa asociada se eleva al 10%. Ademads, el contenido en grasa mayor del
30-60% se asocia con un notable incremento de disfuncién primaria [73-
75]. La esteatohepatitis o inflamacién del higado debida a la infiltracién
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grasa, acarrea un riesgo ain mayor después de la reseccion hepdtica y se
cree que dicho padecimiento es una contraindicacion para resecciones he-
paticas importantes o para el uso de trasplantes. La mortalidad después de
la reseccion en estos higados ocurre generalmente dias después de la ci-
rugia cuando la regeneracion no se verifica y los hepatocitos mueren por
apoptosis. El higado graso es una patologia que aparece en una serie de
procesos patolégicos tales como diabetes, higado graso agudo del embara-
zo y obesidad morbida. También aparece después de ingestion aguda de
alcohol o con el uso de algunos medicamentos. Entre las anormalidades
hepaticas que resultan de la esteatosis estd la reduccion del espacio sinu-
soidal, lo que a su vez origina un flujo sanguineo anormal [76]. También,
la acumulacién de lipidos se asocia con cambios mitocondriales en el he-
patocito, debidos a la lesion producida por los radicales libres originados
por la oxidacién anormal de los 4cidos grasos y la acumulacién de dcidos
grasos dicarboxilicos durante el metabolismo intermediario. Un subgrupo
de pacientes con higado graso mostrd predisposicion genética, general-
mente por mutaciones heterocigdticas en genes implicados en el metabo-
lismo oxidativo incluyendo la hidroxiacil CoA deshidrogenasa de cadena
larga, carnitina palmitoil transferasa I y 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa
de cadena media. La mayoria de los estudios genéticos se han concentrado
en pacientes con higado graso agudo del embarazo o sindrome HELLP,
caracterizado por hemolisis, elevados enzimas hepdticos y niveles bajos de
plaquetas [77]. Anormalidades en la induccién de enzimas dependientes
del citocromo p450 (CYP) se han observado también en casos de higado
graso y esteohepatitis. Se han identificado numerosos polimorfismos del
promotor CYP, que han mostrado diferentes grados de respuesta después
de lesion hepdtica inducida por agentes hepatotdxicos. Los que responden
en menor grado metabolizan con menos efectividad muchos agentes qui-
micos y toxinas y por consiguiente dichos pacientes estardn expuestos a un
riesgo incrementado de lesion celular y mitocondrial incluyendo la carci-
nogénesis [78, 79]. También pueden estar expuestos a un riesgo de desa-
rrollar higado graso y cirrosis debido a la exposicion a la hepatotoxina
y como resultado presentan alteraciones en la regeneracién hepatica [80].
Selzner y Claviene han examinado los efectos de la esteatosis sobre la re-
generacion hepatica en un modelo de ratas Zucker obesas y normales [81].
Se ha observado un retraso y alteracién en la mitosis como también un
incremento en la tasa de mortalidad en ratas obesas con esteatosis. La
IL-6 revirti6 parcialmente este efecto normalizando la entrada de los he-
patocitos en G1, pero fracas6 en la progresion hacia las fases S y M. Los
resultados de este estudio indican que la esteatosis altera la regeneracion
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normal del higado en multiples fases del ciclo regenerativo. De la misma
manera Yang et al. [82] han descrito alteraciones en la regeneracion he-
patica en ratas con esteatosis debida a la ingestion de alcohol. En este
modelo se observaron anormalidades en la sefializacion TNF aumento de
la apoptosis y actividad disminuida NFkB. Estos autores examinaron tam-
bién los efectos de la endotoxina sobre la esteatosis hepdtica utilizando
el modelo de ratas obesas Zucker y encontraron mayor sensibilidad a la
endotoxina con produccidon alterada de TNF y sefializacion anormal [83].
En humanos se ha descrito que la esteatosis se asocia con incrementos en
la apoptosis. La esteatohepatitis es una forma mas severa de enfermedad
de higado graso asociada a la inflamacién. La esteatohepatitis no alcoh6-
lica y la alcohdlica son dos formas severas de enfermedad hepdtica que
exhiben lesion hepatocelular con hepatocitos edematosos. Estas patolo-
gias son factores de riesgo para el desarrollo de la cirrosis y de hecho la
esteohepatitis alcohdlica o no alcohdlica se cree que supone la etiologia
principal para la cirrosis criptogénica [84]. La regeneracion hepética en
pacientes con esteatohepatitis es notablemente anormal, debido a las anor-
malidades similares a las detectadas en la esteatosis como también debido
a la sensibilidad a la apoptosis mediada por TNF y los efectos antiproli-
ferativos de otras citoquinas como el interferon gamma. El desarrollo de
cirrosis y fibrosis origina anormalidades en la arquitectura hepitica que
posteriormente alteran y limitan la regeneracion hepatica. Mayor control
de la glucosa como también discreta pérdida de peso, disminuyen la hepa-
toesteatosis en un periodo de pocos meses. La modificacion de la dieta re-
ferente a la menor ingesta de grasas y carbohidratos es beneficiosa para
disminuir la esteatosis. Ningun estudio en humanos ha examinado atn los
beneficios preoperativos de terapias hormonales para disminuir el higado
graso, aunque el glucagén se ha encontrado que reduce el contenido de
grasa en higado rdpidamente en varios modelos animales. Otras investiga-
ciones han examinado otros tratamientos, por ejemplo, el gemfibrazol y la
ursodesoxicolina indicando que estos agentes pueden disminuir el conte-
nido de lipidos hepaticos [85]. La aplicacioén de estas terapias antes de la
reseccidon hepdtica se encuentra en estudio. La fibrosis hepdtica es una
consecuencia de la lesion hepatica cronica. Representa una acumulacion
parcialmente reversible de coldgeno fibrilar unida a una pérdida relativa
del coldgeno normal tipo IV de la membrana basal de la matriz. Este
fendmeno comienza en el espacio subendotelial y se debe a la secrecion de
coldgeno anormal por los lipocitos. La cirrosis es el estadio final resultado
de fibrosis incontrolada con la progresién de nddulos debidos a puentes
fibréticos y contracturas de cicatrices en el higado [86]. La regeneracion
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anormal es manifiesta en el higado fibrético debido a la difusion crénica
alterada de nutrientes y factores hepatotroficos a través de la membrana
basal anormal y fibrilar (ver capitulo 3, Figura 3, en este volumen). La
alteracion en la funcién de los hepatocitos es el resultado de la ausencia
de factores troficos. La cirrosis representa el extremo de esta situacion con
cambios tales como hiperbilirrubinemia global, que se hace manifiesta
como resultado de los hepatocitos anormales y la membrana basal. Ade-
mads la contractura de las cicatrices es también una barrera fisica para la
hiperplasia compensatoria después de la reseccién [87]. La regeneracion
hepdtica es una respuesta extraordinariamente regulada y orquestada frente
a la pérdida de masa hepdtica por reseccion quirdrgica o lesiéon toxica o
virica. La iniciacidn, progresion y cese de la respuesta proliferativa he-
patocelular se regula a muchos niveles, desde los factores secretados li-
berados por otros 6rganos, al control intrinseco ejercido por el propio he-
patocito. Enfermedades hepaticas preexistentes y algunas terapias alteran
la capacidad regenerativa del higado. La apreciacion de los mecanismos
implicados en la respuesta proliferativa normal y patoldgica, puede dar
como resultado mejoras en los resultados de resecciones o trasplantes
hepéticos.

ABREVIATURAS

AKT, serina-treonina quinasa, proteina quinasa B; AP1, heterodimero
formado por jun y fos. Factor de transcripcion; C3a y C5a, factores de
complemento; CDK, quinasas dependientes de ciclina; C/EBPp, proteina
intensificadora de la uniéon a CCAAT; ERK, quinasa regulada por sefiales
extracelulares; HGF, factor de crecimiento de hepatocitos (scatter factor);
IGF, factor de crecimiento insulinico; IGFBP1, proteina que se une al IGF;
IL-6, interleuquina 6, citoquina; JAK, quinasa Janus; JNK, quinasa amino-
terminal JUN; L-NAME (N nitroarginina metil ester); LPS, lipopolisaca-
rido; MAPK, proteina quinasa activada por mitégenos; NFkB, factor nu-
clear kappa B, factor de transcripcion; NO, 6xido nitrico; NOS 6xido
nitrico sintasa; PA, plasmindgeno; PAI, proteina inhibidora del activador
del plasmindgeno; PI3K, fosfatidil inositol 3 quinasa; S6, quinasa; SIN-1
(3-morfolinosidnonimina-1); SHP2, tirosina fosfatasa con dominio SH2
que recluta la proteina 2 unida al GBR2 y a SOSC3; SOSC3, supresor de
la sefializacioén por citoquinas; STAT, transductor de sefiales y activador
de la transcripcion; TGFp, factor transformante del crecimiento beta, cito-
quina; TNF, factor de necrosis tumoral, citoquina; TOR, objetivo de la
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rapamicina; uPA, uroquinasa activadora del plasmindgeno; VEGF, factor
de crecimiento vascular endotelial.
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6. Células madre hepaticas

INTRODUCCION

Una célula madre es una célula indiferenciada capaz de autorrenovarse
durante toda su vida y de generar uno o més tipos de células diferenciadas.
Cada célula adulta tiene una «madre», de quien procede y una linea de
antepasados cada vez menos diferenciados. Los antepasados dltimos son
las células del embrién temprano que son totipotenciales. A partir de aqui,
siguiendo la linea en el feto y después en el adulto, aparecen las células
madre pluripotenciales y multipotenciales. Aquellas cercanas a la diferen-
ciacion final se denominan células progenitoras comprometidas o transi-
torias [1, 2].

El considerable interés que rodea el campo de las células madre se
basa en las propiedades bioldgicas de estas células, su capacidad de auto-
renovarse y regenerar organos y tejidos. Aunque se ha debatido durante
aflos la existencia de células madre hepdticas, hoy se acepta que el higado
contiene células con propiedades de células madre y que esas células
pueden, una vez activadas, proliferar y diferenciarse en células epiteliales
hepaticas maduras bajo ciertas circunstancias fisioldgicas [3, 4]. La terapia
celular con estas cé€lulas madre hepdticas es un acceso prometedor que ha
de contribuir al tratamiento de enfermedades. La identificacion de las
células madre hepdticas presenta un gran interés como potencial terapéu-
tico, que podrd ser utilizado en ingenieria tisular y protocolos de terapia
génica. Entre las células madre estdn los propios hepatocitos, las células
ovales, las células de la médula ésea y los hepatoblastos.

Las células madre no son sélo unidades de organizacién bioldgica res-
ponsables del desarrollo y regeneracion de tejidos y 6rganos, sino también
son unidades en evolucién por seleccion natural. El higado, aunque es un
organo transcripcionalmente muy activo, su capacidad de replicacién en
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condiciones normales es muy baja. A pesar de este recambio celular tan
bajo, los dos linajes celulares parenquimaéticos, los hepatocitos y las células
del epitelio biliar poseen una notable capacidad para hacer frente a las de-
mandas que ocasiona la pérdida de la masa celular hepética. El mejor ejem-
plo de esta capacidad proliferativa de los hepatocitos y las células del epite-
lio biliar del higado adulto, lo muestra el modelo experimental de
hepatectomia parcial del 70% del higado en ratas y ratones, en el cual la hi-
perplasia compensatoria en los 16bulos remanentes restaura la masa y fun-
cién hepdticas en un breve periodo de tiempo. El éxito del trasplante de
higado en clinica tiene su base en estos modelos animales que reflejan co-
rrectamente la capacidad de regeneracion del higado humano [5]. Debido a
este rasgo bien establecido de los hepatocitos y células del epitelio biliar
adulto de regenerar el higado después de pérdida del tejido hepatico por he-
patectomia, agentes hepatotdxicos o viricos, la existencia de células madre
hepdticas que pueden participar en la regeneracion ha sido controvertida
durante mucho tiempo, y esta controversia tiene su base en no querer reco-
nocer que las células madres pueden existir con diferentes grados de dife-
renciacion y poseer diferentes capacidades de generar linajes de progenia.

CELULAS QUE INTERVIENEN EN LA REGENERACION
HEPATICA

Como la mayoria de 6rganos en un adulto sano, el higado mantiene un
perfecto equilibrio entre la ganancia y la pérdida de células. Existen tres
clases de células que pueden responder a la pérdida de hepatocitos:

1. Hepatocitos maduros, que proliferan en caso de renovacion del
tejido hepatico normal o después de un dafio hepético. Los hepa-
tocitos remanentes son numerosos y unipotentes que responden
con rapidez a la lesién hepética.

2. Células ovales, que se activan cuando la lesion hepatica es extensa
y crénica o en caso de que se inhiba la capacidad proliferativa de
los hepatocitos remanentes. Estas células se encuentran en el ca-
nal de Hering o adyacentes a él. Son menos numerosas, clonogé-
nicas y bipotentes y responden durante mds tiempo con una pro-
liferacion limitada.

3. Células madre hepdticas exogenas, las cuales derivan de las cé-
lulas madre hematopoyéticas circulantes o de las células madre
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de la médula 6sea. Responden a la lesion producida por alcohol
alilico y a la hepatocarcinogénesis.

Permanece ain enigmdtico cémo estas tres poblaciones de células se
integran para conseguir un equilibrio homeostético [6]. El automante-
nimiento es un rasgo fundamental y comun de todas las células madre.
Aquella poblacién celular que tiene capacidad de autorrenovarse es quiza la
unica definicién que hay que aplicar a todas las células madre. En este as-
pecto, el higado adulto, teniendo la gran capacidad de mantener el nimero
de células durante toda la vida del organismo, puede considerarse como un
sistema simple de células madre en el cual es el hepatocito la propia célula
madre. Experimentos de trasplante de células hepdticas en un modelo de
raton transgénico han demostrado el enorme potencial de crecimiento de los
hepatocitos, de 12 a 16 duplicaciones por célula donante [7]. Esto apoya el
concepto que considera al parénquima hepatico como un sistema de linaje
unipotencial de células madre. Si usamos la definicion clasica para las célu-
las madre propuesta por Potten y Loefler [8], se tienen que clasificar los
grupos siguientes: células madre actuales, células madre potenciales y célu-
las madre comprometidas. Las células madre actuales se definen como cé-
lulas no diferenciadas capaces de proliferar, automantenerse, producir un
gran nimero de progenias diferenciadas, regenerar el tejido después de la
lesion y flexibilidad en el uso de estas opciones. Las células madre poten-
ciales son homologas a las anteriores, pero quiescentes o en estado latente,
que pueden ser reactivadas para llegar a funcionales. Las células madre
comprometidas son aquellas células en division transitoria, que comparten
con las células diferenciadas terminales la capacidad de ejecutar funciones
especificas del tejido. Aplicando estas definiciones, los hepatocitos apare-
cen como células madre comprometidas, que son quiescentes en condicio-
nes normales, pero que en casos de emergencia se activan para producir
progenia, cuya sola opcién de diferenciacion es la hepatocitica.

El hecho de que los hepatocitos fetales tempranos o hepatoblastos
sean progenitores de los hepatocitos y de las células del epitelio biliar
lleva a la conclusiéon que los hepatoblastos son precursores bipotenciales.
No existe evidencia sustancial que indique que los hepatocitos maduros
diferenciados sean mds que un sistema celular comprometido y unipoten-
cial. La posible excepcion a esta generalizacion es el concepto de metapla-
sia ductular o transformacién de los hepatocitos en células ductulares.
Estudios de enfermedades colestaticas cronicas en humanos, utilizando
histoquimica enzimdtica e inmunohistoquimica, han proporcionado evi-

173



BASES CELULARES Y MOLECULARES DE LA REGENERACION HEPATICA

dencias de la transformacion gradual de los hepatocitos en células del tipo
del conducto biliar [9]. Sin embargo, no existen evidencias de que estas
células exhiban caracteristicas funcionales del epitelio biliar normal. Es
por tanto cuestionable, pero posible, que la metaplasia ductular de los
hepatocitos observada en enfermedades colestdticas puedan reflejar una
capacidad bipotencial en los hepatocitos.

Dejando a un lado el sistema hepatocitico, hay ya pruebas evidentes
que indican la existencia, en rincones del epitelio biliar, de un comparti-
mento de células que pueden producir progenia, las células ovales, capa-
ces de diferenciarse en varios linajes: epitelio biliar, hepatocitos, pancreas
exocrino etc. [10]. También, como ha descrito Sell [11], debe existir un
sistema periductular de células madre capaz de diferenciarse en todos los
linajes hepatociticos. Estas células ductulares/periductulares se las deno-
mina frecuentemente como compartimento de células madre hepdticas.
Existen evidencias ampliamente contrastadas que demuestran que las cé-
lulas ovales, la progenia temprana del compartimento de células madre
hepaticas, son mds primitivas y menos diferenciadas que los hepatocitos o
las células del epitelio biliar y las miultiples opciones de diferenciacion que
poseen, estan firmemente establecidas [10, 11]. Por tanto las células ovales
encuentran una potencialidad mds elevada que los hepatocitos al clasificar-
las entre las células madre, ya que estdn menos diferenciadas, demuestran

linaje hepatocitico
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& jof células del
ENDODERMO  weipp OGS linaje biliar epitelio biliar
o7 (oféay epitelial

(©) TL?)
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5% otras ==
L) o
hepatocito epitelio biliar

Figura 1. Diagrama que muestra el desarrollo de los linajes celulares en higado [13].
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capacidad proliferativa y presentan multiples opciones de diferenciacion,
entre las que se incluyen los hepatocitos y las células del epitelio biliar.

Se desconoce atn si las células ovales poseen la capacidad de proli-
ferar y diferenciarse durante toda la vida de un animal. Sin embargo, los
precursores inmediatos de las células ovales parece que se aproximan a la
definicion de Potten y Loeffler, de células madre potenciales, cuyas fun-
ciones de generar progenia estdn latentes, pero pueden ser reactivadas en
condiciones apropiadas. Esta definicion de células madre hepaticas «facul-
tativas» fue propuesta por Grisham en 1980 [12], cuya activacién podia
conducir a la proliferacion de las células ovales. A la luz de estas obser-
vaciones, Torgeirsson [13] propone que el higado ha de ser contemplado
como compuesto por dos sistemas de células madre: el unipotencial de
células comprometidas (hepatocitos) y el bipotencial epitelial (ductular) no
parenquimatico (Figura 1).

PROCEDENCIA DE LOS HEPATOCITOS DE NOVO
EN LA REGENERACION HEPATICA

De lo anteriormente mencionado y dependiendo de la naturaleza del
proceso regenerativo, los hepatocitos neoformados responsables de la re-
generacion hepatica pueden derivar de tres fuentes:

1. De la replicacion de los hepatocitos remanentes.
2. De la diferenciacion de células ovales.
3. De células madre hematopoyéticas de la médula 6sea.

Otras procedencias derivan de los hepatocitos pequeiios con capaci-
dad proliferativa (SHPC), frecuentemente comentada en casos de estrés
regenerativo, y los hepatoblastos [4, 14].

La replicacién de los hepatocitos maduros en higado en regeneracion ha
sido ampliamente documentada en capitulos anteriores. La diferenciacién de
las células ovales se ha establecido como un mecanismo que genera hepato-
citos en nimero significativo en condiciones de inhibicién o bloqueo de la
replicacion de los hepatocitos (Tabla 1). Sin embargo, la contribucién de
células madre de la médula 6sea para la generacién de hepatocitos en la
repoblacion y regeneracion del higado, permanece un tanto incierta, tanto
respecto a su intensidad como a los mecanismos implicados [4].
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TaBLA 1. Procedencia de los hepatocitos en la regeneracion hepdtica [4]

Proliferacion celular dependiente de la replicacion de hepatocitos
diferenciados

— Hepatectomia parcial 2/3 y 1/3.

— Lesion perivenosa inducida por hepatotéxicos (CCl,, tioacetamida).

— Lesién periportal inducida por cocaina en ratones pretratados con fe-
nobarbital.

Proliferacion celular dependiente de células ovales que generan
hepatocitos

— Lesién inducida por galactosamina.

— Lesion inducida por dieta deficiente en colina combinada con etionina
o acetilominofluoreno (AAF).

— Hepatectomia parcial 2/3 combinada con AAF o dipina.

— CCL, combinado con N-2-acetilaminofluoreno.

— 3,5-dietoxicarbonil-1-1, 4-dihidrocolidina (DCC).

— Alcohol alilico.

Proliferacion de células pequerias precursoras de hepatocitos (SHPC)

— Lesién causada por retrorsina.
— Lesién causada por galactosamina.

Otras

— Reacciones ductulares atipicas en estados avanzados de cirrosis de va-
rias etiologias.

— Esteatosis hepatica.

— Displasias de células pequefias.

— Necrosis hepatocelular masiva.

Como regla general, la replicacién de los hepatocitos existentes es la
via més rdpida y mas eficiente para generar hepatocitos en el proceso de
regeneracion y reparacion hepdticas. Las células ovales se replican y di-
ferencian en hepatocitos cuando la proliferacion de los hepatocitos rema-
nentes y maduros se retrasa o estd completamente bloqueada. Las células
madre de la médula 6sea pueden generar hepatocitos en higado trasplan-

176



6. CELULAS MADRE HEPATICAS

tado, pero hasta aqui, la frecuencia de los hepatocitos producidos por esta
ruta es muy baja y tales células no son siempre detectables. Hay que
anotar, sin embargo, que en higado trasplantado, las células de la médula
Osea son una fuente importante de células no parenquimaéticas, tales como
las células de Kupffer y las células endoteliales. Los linajes celulares en
higado se muestran en la Figura 2. Durante el desarrollo embrionario son
los hepatoblastos los que dan origen a los dos linajes epiteliales hepaticos:
el hepatocitico y el colangiocitico. Las células ovales se originan en aso-
ciacion con el sistema biliar intrahepdtico, formado por hepatoblastos lo-
calizados en las cercanias del espacio portal. En higado adulto, los hepa-
tocitos y los colangiocitos pueden replicarse. Las células ovales suponen
una reserva bipotencial capaz de generar hepatocitos siempre que sea blo-
queada la replicacion de los hepatocitos. Los pequefios hepatocitos de tran-
sicion son células con capacidad proliferativa que algunos autores los hacen
derivar de las células ovales y pudieran derivar también de los hepatoblas-
tos (Figura 2).
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FiGura 2. Linajes celulares en higado. Durante el desarrollo embrionario, los hepatoblastos
dan origen a dos linajes epiteliales hepdticos: hepatocitico y colangiocitico. Las células ovales
se originan en asociacion con el sistema biliar intrahepdtico, formado por hepatoblastos lo-
calizados en las cercanias del espacio portal. En higado adulto, los hepatocitos y los co-
langiocitos pueden replicarse. Las células ovales suponen una reserva bipotencial capaz de
generar hepatocitos, siempre que sea bloqueada la replicacion de los hepatocitos (lineas
rojas). Los pequeiios hepatocitos de transicion son células con capacidad proliferativa que
algunos autores los hacen derivar de las células ovales y pudieran derivar también de los
hepatoblastos (modificado de Fausto, 2004) [4].
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HEPATOCITOS COMO CELULAS MADRE HEPATICAS

Se estima que el higado, a pesar de su bajo recambio, se reemplaza por
tejido nuevo una vez al afio [15]. El reemplazo del tejido hepético perdido
se realiza mediante la proliferaciéon de los hepatocitos maduros y de las
células sinusoidales [16]. Parece ser que los hepatocitos periportales son
los que proliferan antes, pero todos los hepatocitos, incluso aquellos cer-
canos al terminal venoso, tienen capacidad de sufrir la mitosis y proliferar
adecuadamente [17].

Como la regeneracion hepdtica posthepatectomia del 70% de la masa
hepética requiere no mds de dos rondas de replicacién de los hepatocitos
remanentes, hace afios se asumié que la capacidad replicativa de los hepa-
tocitos era muy limitada. Esta idea ha cambiado radicalmente, en primer
lugar porque experimentos con hepatocitos en cultivo aislados de ratones
transgénicos que expresaban factores del crecimiento, han demostrado que
la replicacion a largo plazo de los hepatocitos es compatible con un feno-
tipo diferenciado [18], y porque resultados ain mds notables de experi-
mentos de trasplante de hepatocitos en ratones trasgénicos que expresan
uroquinasa activadora del plasminégeno (uPA), demostraron también que
la repoblacién del higado por hepatocitos trasplantados implicaba al menos
doce rondas de replicacioén [19]. Posteriores experimentos de trasplantes
seriados realizados en ratones deficientes en fumarilacetoacetato hidrolasa
(ratones knockout FAH), han detectado que los hepatocitos pueden re-
plicarse 70 o mas veces [20]. En estos trasplantes seriados no hubo evi-
dencias experimentales que demostraran que la repoblaciéon dependiera de
células madre exdgenas. Esta conclusion también esta apoyada por resul-
tados que demuestran que los hepatocitos, sean diploides, tetraploides u
octoploides, tienen la misma capacidad de dividirse y repoblar higados
lesionados [21]. Asi, aunque los hepatocitos sean quiescentes en higado
normal y se repliquen de manera limitada y regulada durante la regene-
racion posthepatectomia, estas células guardan un enorme potencial pro-
liferativo, que puede desencadenarse en ciertas condiciones. Sin embargo,
existen evidencias que demuestran que esta enorme capacidad replicativa
de los hepatocitos disminuye en casos de cirrosis avanzada y de lesion
hepética crénica, alcanzando entonces los hepatocitos un estado de senes-
cencia replicativa, quizds como consecuencia del acortamiento de telo-
meros [22].
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CELULAS MADRE HEPATICAS EN EL CANAL DE HERING

La existencia de células con propiedades de células madre, que pueden
diferenciarse en hepatocitos fue postulada por primera vez hace casi seten-
ta afos por Kinosita en 1937 [23] y después sugerida como una posibilidad
por otros investigadores. Wilson y Leduc [24], ensayando la regeneracion
hepdtica en ratén después de lesion crénica, postularon que los colangio-
citos no diferenciados podian proliferar para formar células ovales que
podrian, a su vez, diferenciarse en hepatocitos y células del epitelio biliar.
El principal apoyo a la existencia de las células madre hepdticas procede
de estudios en carcinogénesis hepdtica [25]. Varios modelos experimenta-
les en rata han surgido de estos estudios: tratamiento con dietas deficientes
en colina, tratamiento con D-galactosamina, y el tratamiento con 2-acetil-
aminofluoreno (AAF) previo a la hepatectomia parcial. En todos estos
modelos hay una severa necrosis hepatocelular acoplada a una incapacidad
aparente de los hepatocitos residuales a proliferar. Como respuesta apare-
cen en higado unas células pequefias en la zona periportal que presentan
escaso citoplasma y un nticleo ovoidal, las células ovales [3]. Estas repre-
sentan la progenie del compartimento de células madre hepdticas y en
algunas instancias son también precursoras de tumores hepaticos [25]. La
localizacién anatomica precisa del compartimiento de células madre hepa-
ticas en higado normal, parece que se encuentra en el lugar de las células
ductulares terminales que conectan el canal de Hering con el canaliculo
biliar y con una poblacién distinta de células periductulares. Las células
ovales son capaces de diferenciarse in vivo en dos linajes, el hepatocitico
y el biliar. Por otra parte, las células ovales aisladas en cultivo, pueden ser
inducidas a diferenciarse en hepatocitos y en células del epitelio biliar, por
tanto, tienen opciones proliferativas semejantes a las de los hepatoblastos
en los estadios tempranos del desarrollo hepatico. Como tales, las células
ovales poseen capacidad proliferativa bipotencial para dos linajes del pa-
rénquima hepatico y también pueden exhibir una capacidad para diferen-
ciarse en linajes no hepatociticos cuando el microambiente hepdtico esta
drasticamente alterado [3].

Durante el desarrollo del higado, los hepatocitos fetales tempranos o
hepatoblastos, son progenitores de los hepatocitos adultos y de las células
del epitelio biliar, lo cual atribuye a los hepatoblastos una capacidad proli-
ferativa bipotencial [4]. Estd atin por demostrar si ambos linajes celulares
derivados de los hepatoblastos retienen la capacidad bipotencial de sus cé-
lulas madre. Las células ovales tienen opciones similares a las de los hepa-
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toblastos en las etapas iniciales del desarrollo hepatico. Por tanto, las célu-
las ovales son «precursores bipotenciales» para los dos linajes del parénqui-
ma hepdtico. Desde el punto de vista morfoldgico, las células ovales son
pequeiias, poseen una relaciéon grande nucleo/citoplasma, el ntcleo tiene
forma oval (de ahi su nombre). Son heterogéneas y muestran caracteristicas
de células del conducto biliar y de hepatocitos. Se activan para proliferar en
respuesta a la pérdida de masa hepdtica severa y crénica en el higado madu-
ro o en casos de que sea inhibida la proliferacion de los hepatocitos, tal como
por infeccidn virica. En estos casos su progenie se extiende por el 16bulo
hepatico y se diferencia en hepatocitos y c€lulas del conducto biliar, recons-
truyendo la masa hepética perdida [4]. Experimentos de inmunolocalizacion
de OV-6 y dos marcadores biliares, citoqueratina 19 (CK 19) y el antigeno
epitelial humano 125 (HEA-125) [26], se realizaron en secciones de higado
humano normal, de cirrosis biliar primaria y de colangitis esclerosante pri-
maria. De esta manera se ha comprobado que las células OV-6 positivas, son
andlogas a las observadas en modelos de rata y pueden representar las célu-
las madre en el higado humano que se diferencian en células del conducto
biliar OV6 positivas y en hepatocitos. La reacciéon mds reconocida en apoyo
de la existencia de células ovales en higado humano adulto es la aparicién
de «reacciones ductulares» [27], que consisten en la respuesta proliferativa
a muchos tipos de lesion hepdtica en humanos, caracterizada por un incre-
mento en estructuras similares a las del conducto biliar. En una serie de
estudios morfoldgicos, la presencia de células con apariencia de células
ovales ha sido descrita en tejido hepatico humano con enfermedades tales
como necrosis hepdtica severa, cirrosis alcohdlica, hiperplasia focal nodu-
lar, hepatoblastoma, cirrosis biliar y atresia biliar. Se han obtenido resulta-
dos interesantes a partir de un detallado estudio para evaluar la cronologia
de la activacion de las células madre hepaticas en un modelo experimental
de AAF/hepatectomia parcial [28]. Para ello, se ha utilizado una combina-
cién inmunohistoquimica con anticuerpos OV-6 y desmina y autoradiogra-
fia, después de administracion de [3H] timidina inmediatamente después de
la hepatectomia. Estos experimentos han demostrado que la poblacién que
antes prolifera, las células OV-6 positivas, se localiza en los conductillos
biliares. Esta temprana poblacion de células OV-6 positivas expresa albu-
mina y o-fetoproteina, lo que indica que la fuente principal de células ova-
les, deriva de las células que recubren los conductos biliares y que estas
células constituyen el compartimento de células madre hepéticas durmien-
tes facultativas. El trabajo experimental de Theise et al. [29] sugiere que las
células ovales descansan dentro o adyacentes al canal de Hering, que es la
union anatémica del sistema canalicular hepatocitico y las ramas terminales
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del arbol biliar. Las células ovales expresan marcadores similares a los he-
patocitos o células del canaliculo biliar, tales como o-fetopropteina, citoque-
ratina 19 (CK19) y gamma glutamil transferasa. Los anticuerpos monoclo-
nales tales como OV6, OC2 y BDI, también ayudan a su caracterizacion.
OV6 identifica una citoqueratina de 56 kDa, con epitopos compartidos con
las citoqueratinas 14 y 19. OV-6 estd presente en higado de rata en los con-
ductos biliares, células ovales y hepatocitos nodulares y también en hepato-
citos de transicién. En higado humano OV-6 identifica células en la placa
ductular, en las células ovales y en los conductos y conductillos en tejido
fetal y células ovales en hiperplasia nodular [30]. Durante el desarrollo em-
brionario la o-fetoproteina, una glicoproteina sérica muy abundante en ani-
males en desarrollo, se detecta en higado fetal, y tanto la proteina, como su
mRNA se expresan en grandes cantidades en los primitivos hepatoblastos y
en los hepatocitos postnatales. También la o-fetoproteina se expresa en cé-
lulas ovales y en los hepatocitos pequeios basofilicos que aparecen durante
las etapas iniciales de la carcinogénesis. Por tanto la expresion de la o-fe-
toproteina puede utilizarse como indicador de los linajes iniciales y ha ser-
vido como marcador importante para la deteccion de la activacion del com-
partimiento de células madre hepaticas. El factor de células madre (Stem
Cell Factor) SCF, también denominado ligando c-Kit, es una tirosina quina-
sa transmembrana que pertenece a la subfamilia del factor del crecimiento
derivado de las plaquetas. El sistema SCF/c-Kit se cree que juega un impor-
tante papel en la biologia de las células madre durante la hematopoyesis,
gametogénesis y melanogénesis [31]. Se ha demostrado que SCF y c-Kit se
expresan en las células del conducto biliar y que la expresiéon de ambos
genes se incrementa en las células ovales en el modelo acetil aminofluore-
no/hepatectomia parcial (AAF/PH).

CONDUCTOS BILIARES EN DESARROLLO
Y CELULAS OVALES EN EL ADULTO

Tanto los hepatocitos como las células del conducto biliar proceden de
los hepatoblastos derivados del endodermo (Figura 3) que expresan albu-
mina (Alb") y o-fetoprotein (AFP*) [32]. En el dia 14.° del desarrollo em-
brionario en ratén y en el 15.° en la rata, los hepatoblastos, localizados
cerca de los espacios vasculares, sitio de los espacios porta en la dltima
fase del desarrollo, expresan marcadores de los linajes hepatocitico (AFP™
Alb") y colangiocitico (citoqueratinas 7 y 19) [32, 33]. Estos hepatoblastos
originan los conductos biliares intrahepdticos primitivos, estructuras que
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FiGura 3. Representacion esquemadtica del desarrollo del higado fetal en rata. Durante el
desarrollo normal del higado, cuando el canal alimentario anterior derivado del endodermo
se encuentra en el octavo dia de gestacion, las células madre endodérmicas comienzan a
proliferar y a diferenciarse. La especificacion hacia los linajes epiteliales hepdticos ocurre
a los 8,5 dias de gestacion y requiere seiial del FGF (fibroblast growth factor), desde el
mesodermo cardiogénico y de la BMP (bone morphogenic protein), desde el mesenquima del
septum transverso. Las células que se expanden en el endodermo del canal alimentario pueden
identificarse entre los 8,5-9 dias de la gestacion y poco mds tarde estas células empiezan a
formar un brote temprano y expresar genes especificos del higado. Las células hepdticas
especificadas son hepatoblastos que proliferan masivamente. Cordones de hepatoblastos
invaden el mesenquima del septum transverso, que es la fuente de los lipocitos y de las células
sinusoidales endoteliales. En el dia 11 de la gestacion, células madres hematopoyéticas invaden
el brote y forman una estructura visible hepdtica. Los hepatoblastos continiian proliferando
rdpidamente y expresan numerosas proteinas. Antes del dia 16. los hepatoblastos divergen en
dos linajes el hepatocitico y el colangiocitico. La diferenciacion en el linaje colangiocitico
estd promovida por la sefial Notch y es antagonizada por HGF (hepatocyte growth factor),
que en conjuncion con la oncostatina M (OSM), promueve la diferenciacion de los hepatocitos.
Después del dia 16 ocurren notables cambios en la expresion génica en las células epiteliales
del higado fetal, hacia un fenotipo mds diferenciado y el niimero de células bipotentes, que
son aquéllas que expresan genes de ambos linajes (APF, Alb y CK19), se reduce notablemente.
En este punto, la mayoria de células son unipotentes y se comprometen al linaje hepatocitico
o colangiocitico, aunque continiian proliferando (Shafritz et al., 2006) [32].
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conectan los hepatocitos con los segmentos del sistema biliar. Los conduc-
tos biliares primitivos intrahepéticos corresponden a los canales de Hering
y a los conductos biliares terminales de higado adulto que constituyen el
reservorio de las células progenitoras intrahepdticas [34].

El origen embrioldgico de los conductos biliares intrahepéticos explica
algunas caracteristicas importantes de la proliferacion de las células ovales
en higado adulto:

I) Las células de los canales de Hering y de los conductillos biliares
terminales expresan o-fetoproteina (AFP) [35]. Considerando que las cé-
lulas ovales son generadas a partir de ellos, expresan AFP y contienen iso-
enzimas de aldolasa, piruvato quinasa y lactico deshidrogenasa, presentes
en células de higado adulto y fetal, y glucosa-6-fosfatasa, un marcador
tipico hepatocitico. Sin embargo, la intensidad a la cual estos marcadores
se expresan en una poblacidon de células ovales en proliferacion, depende
del agente que causé la proliferacion de ellas mismas.

IT) Analizando la expresion de marcadores se ha llegado a sugerir
que las poblaciones de células ovales proliferativas constituyen un com-
partimento heterogéneo que contiene células que difieren en su estado de
diferenciacion. Algunas de estas células funcionan como progenitoras de
hepatocitos, mientras que otras no se distinguen de los colangiocitos, ya
que no expresan AFP o marcadores de hepatocitos. Las células ovales y
los colangiocitos comparten epitopos que reaccionan, entre otros, con ci-
toqueratinas 7, 8, 18, y 19, con el anticuerpo OV6 (un anticuerpo antici-
toqueratina 19), OC2 (anti-mieloperoxidasa), y algin otro miembro de la
serie OC, gamma glutamiltransferasa y los antigenos A6 y G7 [36].

CELULAS OVALES Y CELULAS MADRE
HEMATOPOYETICAS

Ademids de expresar marcadores de los linajes hepatocitico y colangio-
citico, las células ovales expresan marcadores de células madre hematopo-
yéticas. Entre éstos estdan Thy-1, CD34, CD45, Sca-1, c-Kit, y flt-3 [37],
los cuales pueden detectarse también en higado fetal. Células con carac-
teristicas de células madre positivas para CD34 y c-Kit se han aislado de
higado humano normal y cirrético. El higado murino normal adulto con-
tiene células hematopoyéticas fenotipicamente similares a células presen-
tes en la médula 6sea, incluyendo células de la poblacion lateral (side) de
la médula 6sea [38]. Esta poblacion consiste en células madre hematopo-
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yéticas (HSC) purificadas en base a su capacidad para no tefiirse con el
fluorocromo Hoechst 33342 [39], debido a que poseen el transportador
ATP binding cassete ABCG2/BCRP1, que también se ha detectado duran-
te la proliferacion de células ovales hepaticas [37]. La capacidad transpor-
tadora de farmacos de las células madre, que les confieren los transporta-
dores ABC, es un marcador importante cuando se trata de aislar y analizar
las HSC. La mayoria de las células acumulan fluorocromos, tales como
Hoechst 33342 y rodamina 123, pero las cé€lulas madre no, ya que estos
compuestos son expulsados de las células por ABCG2 y ABCBI, respec-
tivamente. Como estas células no acumulan fluorocromos, pueden ser se-
leccionadas y recolectadas en funcion de los bajos niveles de fluorescencia
Hoechst 33342 o rodamina 123, que incorporan, por lo que se las denomi-
na «células apagadas» (dull cells) o «poblacién lateral» (side population,
SP). El término poblacion lateral se acuiié porque durante los andlisis por
citometria de flujo se visualizaban, como poblacién negativa a la tincién
por el fluorocromo, desplazadas a un lado de la mayoria de células (Fi-
gura 4). Una gran fraccion de células madre hematopoyéticas se encuentra
en la fracciéon SP y cuando estas células aisladas de raton, se trasplantaron
en ratones con la médula 6sea destruida por irradiacién, un pequeiio nu-
mero de ellas fue capaz de reconstituir dicha médula, demostrando asi su
capacidad pluripotente. Las células SP pueden aislarse de muchos tejidos:
cerebro, mama, pulmén, corazdén, pancreas, testiculos, piel e higado, y
representan células madre especificas de linaje. La tinciéon con Hoechst-
33342 de células de medula 6sea obtenidas a partir de ratones carentes de
ABCG?2 no detect6 células SP, no porque las SP estuvieran ausentes, sino
porque no expresaban ABCG2 lo que permiti6 que todas acumularan el
fluorocromo Hoechst y emitieran fluorescencia.

Tomando como base los datos existentes, la expresion de los marca-
dores hematopoyéticos en higado normal adulto puede interpretarse de dos
maneras diferentes:

A) Un ndmero pequeiio de células madre hematopoyéticas, presentes
en higado fetal, pueden permanecer en higado adulto. Estas c€lulas pueden
ser distintas a las células ovales, pero son inducidas a proliferar por las
mismas condiciones que causan la proliferacion de las células ovales. En
este caso, las células madre hematopoyéticas podrian ser un componente del
compartimento de las células ovales, pero constituyendo una poblacién dis-
tinta, que no adquiere los marcadores del linaje hepatocitico, pero comparte
los marcadores de las células madre en general y de las células ovales del
canal de Hering [4].
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FiGura 4. Protocolo experimental para detectar las células SP. Las células se tratan con el
fluorocromo Hoechst 33342 y se separan por citometria de flujo; aquella proporcion pequeiia
de células, que es capaz de repeler el fluorocromo, presenta un perfil de fluorescencia diferente
debido a su baja incorporacion del fluorocromo. Esta es la fraccion SP. Esta propiedad se
basa, en parte a su elevada expresion de ABCB1 (MDRI1) [39].

B) Las células hematopoyéticas localizadas en higado adulto pueden
ser células madre pluripotentes presentes en el tejido hepatico, fun-
cionando como el equivalente de células madre embrionarias, capaz de
generar multiples linajes, incluyendo el hepatocitico. Si este planteamien-
to es correcto, las células madre hematopoyéticas localizadas en el higado
(quizds en el espacio periductular), se diferenciarian progresivamente, pri-
mero en células ovales y después en hepatocitos, bajo estimulos que causan
respuesta en las células ovales. La relacion entre las células ovales y las cé-
lulas de la médula 6sea podrian comprenderse mds facilmente si pudiera de-
mostrarse que las células ovales pueden derivar de las células hematopoyé-
ticas. Esto ha sido demostrado en algunos modelos experimentales, pero en
estos experimentos, la proporcion de hepatocitos generados por esta ruta fue
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muy pequefia, representando sélo un 0,155 de los hepatocitos del higado.
Posteriores resultados usando el modelo FAH de lesion hepética, han demos-
trado que las células ovales no se originan a partir de precursores de la
médula dsea, sino que se generan intrahepdticamente [40].

CELULAS DUCTULARES EN NECROSIS HEPATICA MASIVA

Una reaccion ductular severa tiene lugar después de necrosis hepato-
celular masiva en humanos. En este tipo de lesion, la proliferacion ductular
implica a los colangiocitos maduros y a los hepatocitos ductulares. Estos
ultimos, localizados en la periferia de los tractos portales, proliferan y
expresan marcadores de colangiocitos y hepatocitos. Los hepatocitos duc-
tulares se consideran una forma intermedia entre las células ductulares y
los hepatocitos y se parecen a las células de la placa ductural en higado
humano en desarrollo. Tales células estin también presentes en necrosis
hepatocelular masiva en ratas [41]. No se sabe con certeza si la generacion
de hepatocitos a partir de los hepatocitos ductulares conduce a la completa
repoblacién de los higados humanos lesionados, pero al menos se ha des-
crito un caso bien documentado en un paciente que se recuperd después de
una necrosis masiva. Fujita et al. [42] realizaron biopsias secuenciadas del
higado de un paciente con necrosis masiva después de recibir un trasplante
hepatico parcial ortotépico. La completa regeneracion del higado se obser-
v6 12 a 14 meses después del trasplante a través de un proceso que implica
una reaccién ductular inicial seguida de diferenciaciéon de hepatocitos a
partir de hepatocitos ductulares.

CELULAS OVALES EN HEPATOCARCINOGENESIS
Y CIRROSIS

Como las células ovales proliferan en respuesta a tratamientos con
carcindégenos y no carcindgenos, la deteccion de las células ovales en un
proceso carcinogénico no prueba que las células ovales sean progenitoras
de células cancerosas. Sin embargo, se ha demostrado en roedores que las
células ovales pueden generar carcinoma hepatocelular, colangiocarcino-
ma y hepatoblastoma [43]. Aunque la proliferacién de las células ovales es
bastante comin en modelos experimentales de hepatocarcinogenesis, en
algunos modelos, la proliferacion de las células ovales y ductulares no es
aparente, por ejemplo, en carcinogenesis inducida por hipereexpresion de
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factores del crecimiento tales como el TGFo [44]. De hecho, no existe una
razon especial para apoyar la idea que el carcinoma hepatocelular se ge-
nere exclusivamente por las células ovales. Los hepatocitos maduros tam-
bién pueden funcionar como precursores de tumores, en tanto en que ellos
se encuentren en estado proliferativo. Es también importante destacar que
las células ovales no parece que produzcan tumores directamente, pero lo
pueden hacer a través de la generacion de hepatocitos, aunque se ha ob-
servado que estas células se fusionan con los hepatocitos de nddulos
neopldsicos en higado de ratas tratadas con el carcinégeno 3’-metil-4-
dimethil aminoazobenceno [45]. Estd atin sin resolver, si los hepatocitos
generados de las células ovales en higado adulto son anormales, inmaduros
o tienen riesgo de transformarse. En lesion hepatocelular inducida por
retrorsina combinada con hepatectomia parcial, la gran mayoria de células
proliferantes son hepatocitos no completamente diferenciados, que se de-
nominan células hepatociticas precursoras pequenas (SHPC) [4]. Tales
células, que también han sido detectadas en lesion hepdtica inducida por
galactosamina [46], se originan posiblemente a partir de las células ovales.
Su acumulacién preferente en algunos tipos de lesion refleja un flujo va-
riable entre los compartimentos celulares que contienen células progenito-
ras ductulares, células ovales, SHPC y hepatocitos maduros. Las células
ovales, a las que nos referimos como células madre hepaticas, se han de-
tectado en higado humano en focos displdsicos de SHPC, adenomas he-
patocelulares, hepatitis crénica virica y alcohdlica, esteatosis hepdtica no
alcohdlica, hemocromatosis, cirrosis biliar primaria y cirrosis asociada con
colangitis primaria esclerosante, condiciones todas ellas, asociadas a un
elevado riesgo de desarrollo neopldsico [47]. Los marcadores de las célu-
las ovales, tales como o-fetoproteina (AFP) y citoqueratinas 7 y 19 se ex-
presan en un 50% de focos displdsicos de SHPC en carcinoma hepatoce-
lular, lo que indica el posible origen del carcinoma hepatocelular a partir
de células que expresan estos marcadores [48]. Esta conclusion estd refor-
zada por el hallazgo que tales marcadores no se han detectado en focos de
displasia de células grandes no consideradas como precursoras de tumores.
La generacion de hepatocitos a partir de las células ovales ocurre en las
fases tardias de la cirrosis, aparentemente en el momento en el que los
hepatocitos disminuyen su capacidad replicativa [49]. Sin embargo, este
proceso no conduce a una extensa regeneracion parenquimadtica esencial-
mente efectiva en la restauracion del parénquima normal.

Durante el estrés regenerativo las células ovales y los SHPC contribu-
yen al proceso. Vig et al. [50] han estudiado las fuentes intra y extrace-
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lulares del reemplazo celular en un modelo de lesion hepdtica crénica en
ratones transgénicos que expresaban el antigeno de superficie de la hepa-
titis B (HBsAg). Ratones hembras HBsAg recibieron un trasplante de
médula dsea de ratones machos HBsAg-negativos y la mitad de los anima-
les recibieron retrorsina para bloquear la proliferacién de los hepatocitos
indigenas. Los higados se examinaron tres y seis meses después del tras-
plante de médula 6sea para evidenciar los hepatocitos derivados de la
médula 6sea, las células ovales y los SHPC. En los animales que no reci-
bieron retrorsina, la regeneracién parenquimadtica se verificé6 mediante la
replicacion de los hepatocitos y la médula 6sea apenas contribuyé a la
regeneracion hepatica. En ratones que recibieron retrorsina, un 4,8% de los
hepatocitos fueron cromosoma Y positivos a los tres meses, pero esto se
atribuy6 a la fusién celular entre los hepatocitos indigenas y las células de
la médula 6sea donadora y su frecuencia decrecié a 1,6% a los seis meses,
a medida que se desarrollaban reacciones con células ovales e iban apare-
ciendo nédulos de SHPC. Los andlisis seriados de secciones de higado y
la reconstruccién de un mapa tridimensional del higado, mostraron riadas
continuas de células ovales que rodeaban y se adentraban profundamente
en los nédulos de SHPC, indicando una posible conversion de las células
ovales en SHPC. Estos datos sugieren que durante el estrés regenerativo,
la contribucidn a la regeneracidn parenquimadtica a partir de la médula dsea
es menor y atribuible a la fusion celular. Las células ovales y los SHPC
son de origen hepdtico intrinseco y pueden formar nddulos de SHPC.

En base a los resultados discutidos anteriormente, se sugiere que la ge-
neracién de los hepatocitos a partir de las células ovales en higado cirrético,
produce hepatocitos con un gran riesgo de sufrir transformacién. Las res-
puestas proceden de estudios de poblaciones de células aisladas de focos
displasicos de SHPC en carcinoma hepatocelular. Tanto en animales como
en humanos, las anormalidades presentes en tumores se han encontrado en
estos focos [49]. Seria importante conocer si las células que esconden tales
defectos cromosomicos en los focos displdsicos expresan fenotipos de las
células ovales.

CELULAS MADRE HEPATICAS DE LA MEDULA OSEA
Por tratamiento con alcohol alilico a ratas, Yavoskovsky et al. [51],

consiguieron un modelo de necrosis periportal que no indujo respuesta
proliferativa, que se puso en evidencia por la carencia de marcadores, no
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solo de los hepatocitos sino también de los colangiocitos. Esto indicaba
que las células ovales no eran las unicas células madre hepaticas. Esta
hipétesis es correcta si se considera la capacidad de transdiferenciacion de
las células madre de la médula 6sea. Se estd poniendo de manifiesto, cada
vez mads, la capacidad de estas células para convertirse en células de dife-
rentes 6rganos por ejemplo, en células misculo esquelético, células renales
o en células del cerebro [3], y ademds, existe una correlacion entre la
médula 6sea y el higado, como se muestra a continuacion:

1. La hematopoyesis y el desarrollo hepatico comparten aspectos co-
munes. Durante el desarrollo fetal, las células madre hematopoyé-
ticas se mueven desde el saco vitelino hasta el higado en desarro-
llo. El higado permanece hematopoyético durante todo el periodo
fetal y hasta la primera semana después del nacimiento en los
neonatos. Simultdneamente, con la aparicion de la hematopoyesis,
pueden detectarse células madre hematopoyéticas en higado fetal.
En la dltima etapa de la gestacion y después del nacimiento, la
funcién hematopoyética del higado se reduce de manera conside-
rable hasta llegar a estar ausente. Aunque el higado pierde sus
funciones hematopoyéticas, la hematopoyesis a menudo retorna
en higado adulto en estados de enfermedad [4].

2. Algunos estudios muestran que las células ovales y las células
madre hematopoyéticas comparten CD34, Thy-1 y proteina y
mRNA c-Kit. Las células ovales expresan también el receptor
flt-3, que se habia descrito que estaba restringido a las células
madre hematopoyéticas [4].

3. Las investigaciones de Theise et al. [52] se realizaron sobre rato-
nes hembra que después de recibir dosis letales de irradiacion para
producirles mieloablacién, fueron trasplantadas con médula 6sea
de donantes machos de la misma edad. En todos los animales
sacrificados dos meses después del trasplante se identificarom he-
patocitos con cromosoma Y positivo, mediante la técnica FISH
(fluorescence in situ hybridation). Estos experimentos muestran
que las células de la médula 6sea, trasplantadas de donantes
machos a recipientes hembras singeneicos, son capaces de locali-
zar los 16bulos del higado y diferenciarse en hepatocitos maduros
que poseen el cromosoma Y.

En muestras obtenidas de biopsias humanas se han analizado los hepa-
tocitos y colangiocitos derivados de esos trasplantes y se ha detectado que
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existe una interrelacién médula 6sea-higado y se espera que esta interrela-
cién se muestre en los dos linajes celulares [53]. Los hepatocitos y los co-
langiocitos pueden ambos derivar de las células de la médula ésea. Tanto en
animales de experimentacién como en humanos, el implante de células de
la médula 6sea y su conversion en hepatocitos ha podido detectarse en au-
sencia de lesion severa, lo que sugiere que tal movimiento puede ocurrir a
bajo nivel como fenémeno fisiolégico. El mecanismo de entrada y diferen-
ciacion de las células de la médula dsea trasplantadas en las placas celulares
hepaticas también se verifica por diversos caminos. Primero, las células de
la médula 6sea circulantes pueden alcanzar las placas hepaticas directamen-
te desde la circulacion sinusoidal. Estas células se dispersan a través del
parénquima y se intercalan sin orden en las placas hepdticas preexistentes,
ya como hepatocitos. Por otra parte, consideradas las demostraciones pre-
vias de que las células ovales derivan del canal de Hering y que no sélo los
hepatocitos, sino también las células ovales, derivan de las células de la
médula 6sea [54], se puede especular que estas células entran en el higado
a través de la circulacidn, entonces se translocan, a través de las membranas
basales, al canal de Hering y a las ramas terminales del drbol biliar, y se
diferencian en células colangiociticas pequefias citoqueratina 19-positivas.
La proliferacion y diferenciacién en hepatocitos se seguird en proporcién al
tipo e intensidad de la lesion hepética. De esta manera, la regeneracion he-
patica, a través de las células madre de la médula 6sea puede presentar vias
multiples y quizds superpuestas para conseguir el reemplazo celular y la re-
paracion del 6rgano. Las células madre de la médula dsea no son muy auto-
regenerativas, pero pueden transdiferenciarse en células madre hepaticas en-
dégenas y en células del parénquima hepdtico, por lo tanto pueden reparar
el higado dafiado.

Si se establece una comparacion entre el trasplante de higado y el
trasplante de hepatocitos, se llega a la conclusidén que existen més donan-
tes de médula 6sea que de higado. Si se utilizan las células de la médula
Osea del propio paciente como nueva opcion terapéutica para tratar las
enfermedades hepéticas, el rechazo inmunoldgico se evitard completamen-
te. Ahora las células madre de la médula dsea se han utilizado en experi-
mentos con animales y en clinica. Orlic et al. [55] obtuvieron células de
médula 6sea linaje negativas (Lin-) de ratones transgénicos que expresa-
ban proteina fluorescente verde sobre la base de expresion de c-Kit. Inyec-
taron estas células en la pared que bordeaba el infarto inmediatamente
después de la ligadura de la coronaria. Los resultados obtenidos nueve dias
después del trasplante de las células de la médula, demostraron que el
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miocardio formado de nuevo ocupaba el 68% de la porcién infartada del
ventriculo. Estos estudios indican que es posible reconstruir el corazén
lesionado por un infarto con células madres adultas de la médula dsea.

Para determinar si la médula 6sea contenia células que podian corregir
enfermedades hepdticas, Lagasse et al. [56] utilizaron el trasplante de la
médula ésea en ratones deficientes en fumarilacetoacetato hidrolasa (FAH),
un modelo animal de tirosinemia fatal hereditaria tipo I, citado anterior-
mente, en el cual la deficiencia de este enzima conlleva la acumulacién de
intermediarios toxicos en la degradacion de la tirosina, lo cual causa una
masiva y continua lesién hepdtica. Los resultados mostraron que el tras-
plante de médula 6sea salvo la vida al ratén y restaurd las funciones bio-
quimicas del higado.

FACTORES ASOCIADOS CON LA PROLIFERACION
DE CELULAS OVALES E INTERFERENCIA
CON LA PROLIFERACION DE LOS HEPATOCITOS

Tanto en higado humano como en el de roedores, las células ovales
proliferan y se diferencian en estrecha proximidad con los lipocitos con
caracteristicas morfolégicas de miofibroblastos. En ratas, las células ova-
les forman conductillos, que son extensiones del canal de Hering y estdn
rodeados por una membrana basal continua. Los lipocitos penetran a través
de esta membrana y establecen contacto directo con las células ovales en
los conductillos [57]. La proliferaciéon de las células ovales se asocia con
una mayor expresion de c-Kit, HGF, FGF y TGFa, los cuales funcionan
también como factores de crecimiento para la replicacion de los hepatoci-
tos. En humanos y en roedores, la expresion de factores de transcripcion
de la familia del HGF, se detecta enseguida una vez que se inicia la pro-
liferacion de las células ovales, lo que indica la existencia de un compro-
miso temprano para la diferenciacion hepatocitica. Es un enigma que los
factores de crecimiento que estimulan la proliferacion de las células ovales
sean similares a los que estimulan la replicacién de los hepatocitos después
de la hepatectomia parcial y que ambos tipos celulares requieran sefializa-
cidén a través del receptor del TNF (TNFR1) [58]. A pesar de todo, es raro
que las células ovales y los hepatocitos proliferen simultineamente; la
replicacion de las células ovales ocurre generalmente cuando la replicacion
de los hepatocitos se bloquea. Asi, son varios los estudios que demuestran
que el interferén gamma (IFNY) estimula la proliferacion de las células
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FiGura 5.  Efecto inhibidor del interferon gamma (IFNYy) sobre la replicacion de los hepa-
tocitos (Fausto, 2006) [59].

ovales y no la de los hepatocitos [59]. Otros estudios indican que las
interacciones entre el IFNYy y las citoquinas, tales como el TNF, inhiben la
proliferacién de los hepatocitos, mientras que estimulan la replicacién de
las células ovales [60].

Aunque varios factores de crecimiento participan en la respuesta pro-
liferativa del higado, nada es especifico para un tipo particular de reaccién
celular. Miltiples miembros de la familia del TNF se encuentran involu-
crados en la respuesta de crecimiento hepatico y TWEAK y LIGHT son
los dltimos componentes identificados (Figura 5).

Jakubowski et al. [60] han identificado una proteina que se dirige a las
células ovales incitdndolas a proliferar y han demostrado que TWEAK
(TNF-like weak inductor de la apoptosis), un ligando de la familia TNF
para el receptor Fnl4, estimula la proliferacién de las células ovales en
higado de ratones transgénicos. Han observado que los ratones que expre-
san TWEAK mostraban una notable expansién de las células ovales sin
ningun efecto sobre los hepatocitos, y también que la expresion de TWEAK
a partir de construcciones adenoviricas, estimulaba la proliferacién de las
células ovales en ratén normal, pero no en animales knockout Fnl4. La
proliferacion de las células ovales inducida por agentes quimicos se redu-
jo en ratones knockout Fn14 y pudo ser parcialmente bloqueada en raton
normal por un anticuerpo especifico de TWEAK.
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A este estudio Nelson Fausto [59] hace el siguiente comentario: La
identificacion de las células ovales no es sencilla, porque los marcadores
se solapan entre las células ovales y las células no madre del epitelio biliar.
Este solapamiento no es sorprendente, ya que el nicho de las células madre
hepdticas es el canal de Hering, una estructura que constituye la transicion
entre los conductillos biliares y los hepatocitos. Células con capacidad
madre tapizan estos canales y se encuentran al lado de células biliares no
madre. Jakubowski et al. [60] detectaron en cortes de higado de ratones
transgénicos TWEAK, dos marcadores que reconocian a células ovales y
epiteliales biliares. Aunque observaron en dichos cortes, un incremento de
ambos marcadores, ambos no se expresaron frecuentemente en las mismas
células. Asi que no estd completamente claro que TWEAK aumente la
proliferacion de las células biliares en general o especificamente marque
las células madre. Este problema no estd resuelto porque los experimentos
en cultivos celulares, disefiados para responder esta cuestion usaron célu-
las biliares epiteliales que carecian de capacidad progenitora. Se necesitan
mds experimentos para caracterizar las células que proliferan en ratones
transgénicos TWEAK, y determinar si estas células pueden diferenciarse
en hepatocitos in vivo, in vitro o en trasplantes.

Generalmente las respuestas ocurren de manera que cuando proliferan
los hepatocitos maduros, las células ovales raramente se activan y vicever-
sa. Ademds, muchos miembros de la familia TNF estimulan los dos tipos
celulares y no se conoce ningtin factor de crecimiento que sea especifico
para los hepatocitos o para las células ovales. Puede que la respuesta celular
esté determinada por la expresion diferencial de los miembros de la familia
TNF y lo que sucede es que los miembros de esta familia pueden elevar de
manera especifica la proliferacién de uno u otro tipo celular. Incluso mas
interesante seria encontrar agentes que pudieran estimular por un lado a las
células madre y por otro bloquear la replicacién de los hepatocitos. TWEAK
es uno de los pocos ligandos de la familia TNF que incrementa sélo la pro-
liferacion de las células del conducto biliar y la de las células madre. Sin
embargo, los mecanismos de los efectos especificos de TWEAK son difici-
les de explicar; la expresion de Fnl4, el receptor de TWEAK, se eleva des-
pués de la hepatectomia parcial [61], un crecimiento que s6lo implica a los
hepatocitos. Ademads, Fnl4 activa NF-kB, que es un componente importan-
te de la respuesta regenerativa después de la hepatectomia parcial.

La linfotoxina o, otro ligando de la familia TNF, estimula la prolife-
racion de ambos tipos celulares, hepatocitos y células ovales [62]. La si-
tuacion con la linfotoxina B y su receptor es ain mas complicada, ya que
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esta ultima se expresa durante la respuesta de las células ovales e inhibe
la proliferacion de los hepatocitos, pero ambos tipos celulares requieren
el receptor de la linfotoxina 3 para la replicaciéon. LIGHT es otro ligando
del receptor de la linfotoxina que causa un masivo agrandamiento en el
higado [63], pero su efecto sobre las células ovales no ha sido investigado.
Por tanto, la sefalizacién a través del receptor de la linfotoxina B puede
implicar a la propia linfotoxina 3 como principal ligando para las respues-
tas de las células ovales y a LIGHT como ligando importante para la repli-
cacion de los hepatocitos.

Este cuadro complejo puede hacerse mds confuso si se considera que
ninguna de estas citoquinas funciona in vivo aisladamente. Los efectos
ultimos dependen de interacciones entre multiples citoquinas. Por ejem-
plo, en cultivos celulares, el TNF estimula a los hepatocitos y a las células
ovales, pero en combinacion con IFNY, el TNF inhibe la replicacién de los
hepatocitos, pero induce la replicacion de las células ovales. Estos hallaz-
gos pueden explicar por qué la proliferacion de las células ovales se asocia
generalmente con la inflamacién en la cual se elevan las concentraciones
del receptor TNFRI1, y de los ligandos TNF e IFNYy. Por el contrario, en
la regeneracion hepdtica después de hepatectomia parcial, la sefializacion
a través del TNFRI1 se eleva, pero la expresion de IFNy no cambia o de-
crece [62]. Otras caracteristicas interesantes del fenotipo de las células
ovales son la expresion de proteinas de la familia genética de la multire-
sistencia a fdrmacos, mdr, de los transportadores adenosintrifosfato bin-
ding cassette y de péptidos neuroendocrinos [64, 65].

CELULAS MADRE DE LA MEDULA OSEA
Y REGENERACION HEPATICA

El espectacular interés generado por las células madre durante los
ultimos afios ha conducido al descubrimiento de dos nuevas propiedades
de estas células:

1. Las células madre hematopoyéticas y las células madre de la
médula 6sea son capaces de generar muchos tipos diferentes de
c€lulas tisulares, propiedad conocida como «transdiferenciacion».

2. Estas células pueden elegir multiples vias de diferenciacién, pro-
piedad denominada «plasticidad», que se define como la flexibi-
lidad en la expresion de genes [19].
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El conocimiento de los mecanismos de la transdiferenciacion es la
clave en este campo de la biologia, que puede proporcionar importantes
pistas para el uso de las células madre en la repoblacion y regeneracion de
organos. Hasta aqui, las demostraciones experimentales mas importantes
de la generacion de hepatocitos a partir de células madre de la médula
Osea, son la produccidn de hepatocitos en cultivo a partir de células madre
multipotentes adultas y la repoblacion de higados de ratones knockout
FAH por trasplante de células madre hematopoyéticas (HSC) [66]. Toda-
via ninguna de estas condiciones puede ser considerada como ejemplos
de transdiferenciacién. En cultivo, las células madre multipotentes adul-
tas pueden diferenciarse en cé€lulas de linajes mesodérmicos, ectodérmi-
cos y endodérmicos. Una célula madre multipotente adulta inyectada en
un blastocisto contribuye a la formacién de todos los tejidos somaéticos.
Asi, estas células pueden ser consideradas como equivalentes a las célu-
las madre embrionarias, que han persistido en tejidos adultos. Las células
madre multipotentes adultas humanas, o de roedores cuando se cultivaron
en Matrigel, en presencia de HGF y de FGF4, se diferenciaron en hepa-
tocitos maduros, con todas sus propiedades funcionales. Si estas células
madre adultas son equivalentes a células madre embrionarias, la gene-
racion de hepatocitos a partir de estas células constituye un proceso de
diferenciacion de células multipotentes no comprometidas, a través de una
via de diferenciacion. Esto es similar al proceso de diferenciacion que
ocurre durante el desarrollo y es completamente diferente a la transdife-
renciacion, que implica un cambio en el compromiso de diferenciacion de
una célula ya comprometida. Estos prometedores resultados han de ser
confirmados, porque se necesita saber mds de las propiedades de estas
células madre multipotentes adultas y de como pueden ellas generar hepa-
tocitos in vivo.

La otra demostracion de la generacidén de hepatocitos a partir de célu-
las madre de la médula 6sea es la amplia repoblacién de higados lesiona-
dos de ratones knockout FAH trasplantados con HSC [66, 67]. Hasta aqui,
este es el unico ejemplo en animales o humanos de una amplia repoblacién
de higados lesionados con células derivadas de la médula 6sea. En este
sistema la cinética de repoblacion por HSC fue lenta y poco eficiente com-
parada con la obtenida por trasplante de hepatocitos, aunque eventualmen-
te pudo detectarse alguna repoblacion significativa. Los primeros hepato-
citos generados a partir de HSC aparecieron a las siete semanas del tras-
plante. Por el contrario, los hepatocitos trasplantados reconstituyeron mds
del 50% del higado sdlo en cuatro semanas, lo que llevé a los autores a
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concluir que el reemplazo de los hepatocitos por células de la médula 6sea
es un evento raro y lento. Sin embargo, a las veintidés semanas del tras-
plante, la repoblacién por HSC trasplantadas constituy6 un 30% del higado
completo. Se ha demostrado que los hepatocitos generados a partir de HSC
en ratones knockout FAH son producto de la fusion celular méas que resul-
tado de la transdiferenciacion. La fusion crea hepatocitos tetraploides (4C),
hepatocitos hexaploides (6C) y hepatocitos aneuploides. La célula hepati-
ca que se fusiona con HSC no se ha identificado, pero los hepatocitos pro-
ducidos por fusiéon no expresan genes HSC. Estudios de regeneracién en
musculo sugieren que las HSC no son capaces de generar directamente
progenitores miogénicos [68]. En cambio, después de lesion muscular, las
células inflamatorias circulantes, tales como los macréfagos y los neutré-
filos se fusionaron con los miotubos. Un mecanismo similar puede ocurrir
en higado, de manera que la fusion se verifique entre macréfagos deriva-
dos de la médula 6sea y las células hepdticas, desencadendndose la proli-
feracion de las células hepdticas fusionadas. Es posible que la fusién entre
las células de la médula 6sea y las del higado ocurra en knockouts FAH
por la elevada presion proliferativa impuesta por este sistema. Sin embar-
go, debe tenerse en cuenta que s6lo pueden conseguirse cantidades eleva-
das de hepatocitos, generados a partir de células madre hematopoyéticas,
en sistemas en los que se verifique la fusiéon celular. En cualquier caso,
estos resultados ponen en claro que cualquier intento de usar HSC para
reconstituir higados necesita demostar lo siguiente:

A) el mecanismo por el cual los hepatocitos se forman, y

B) que los hepatocitos generados a partir de células de la médula
Osea funcionen normalmente, no tengan genomas anormales y no
sean propensos a la malignidad.

CAPACIDAD DE LAS CELULAS DE LA MEDULA OSEA
PARA GENERAR HEPATOCITOS

Krause et al. [69] inyectaron células de la medula 6sea altamente pu-
rificadas en ratones irradiados y obtuvieron enraizamiento en varios Or-
ganos: piel, pulmén e higado. Los higados de cinco ratones examinados
no contenian hepatocitos derivados de HSC y tres de estos cinco ratones
tampoco tenian células derivadas de la medula 6sea en conductos biliares.
Los otros dos ratones tuvieron un 0,4% y 2,2% de células del conducto
biliar originadas por células de la médula dsea once dias después del
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trasplante. Wagers et al. [70] utilizaron métodos diferentes de aislamiento
de células de la médula 6sea y marcaron las células con una proteina de
fluorescencia verde. Las células asi marcadas, inyectadas a ratones irradia-
dos (mieloablacion), fracasaron en contribuir a cerebro, rifién, musculo,
intestino e higado, aunque si reconstituyeron completamente la médula
Osea de estos animales. Los experimentos antes citados se diferencian en
aspectos técnicos importantes, incluyendo el tipo de células, pero estin
completamente de acuerdo respecto a la generacioén de hepatocitos a partir
de células de la médula ésea purificadas e inyectadas, sin embargo, ningiin
hepatocito derivado de la médula ésea se detectd en estos experimentos.
Theise et al. [71] trasplantaron células de la médula ésea no fraccionadas
o células purificadas CD34"lin de ratones machos a ratones hembras irra-
diadas y buscaron en estas tltimas células el cromosoma Y que expresaran
el mRNA de la albimina en el higado de las hembras receptoras. Después
de periodos de tiempo que fluctuaron entre una semana a ocho meses
después del trasplante, se detectaron células positivas para el cromoso-
ma Y, y para el mRNA de la albimina a frecuencias del 0,39% al 1,1%
de los hepatocitos totales en el higado. En todos los experimentos, los
higados de los ratones trasplantados con células de la médula 6sea fueron
morfolégicamente normales y aparentemente no lesionados.

Seria de gran interés determinar si se puede conseguir una produccién
mads eficiente en la generacidon de hepatocitos a partir de células de la mé-
dula 6sea, que conduzca a la repoblacion de higados lesionados. Mallet
et al. [72] reconstituyeron la médula 6sea de ratones irradiados letalmente
con células de la médula 6sea procedentes de ratones transgénicos Bcl-2
y se preguntaron si los hepatocitos derivados de la médula ésea que ex-
presaban Bcl-2 podrian repoblar el higado en un caso de lesién hepdtica
originada por repetidas inyecciones del anticuerpo agonista Fas. Incluso en
caso de lesion hepética severa, la proporcion de hepatocitos, que expresaba
Bcl-2, encontrada en tejido hepatico, derivados de la médula 6sea, fue solo
del 0,008% al 0,8% del total de hepatocitos, dependiendo de la intensi-
dad de la lesion. Kanazawa y Verma [73] han estudiado la generacion de
hepatocitos a partir de células de la médula dsea en tres modelos diferentes
de lesién hepdtica y concluyeron que la contribucién de las células de la
médula 6sea al reemplazo de hepatocitos en estos modelos, fue muy poca
o nula. Fujii et al. [74] trasplantaron células de la médula ésea positivas
en proteina con fluorescencia verde, en ratones irradiados, negativos en
la proteina fluorescente, e identificaron células endoteliales y células de
Kupffer positivas a la proteina fluorescente, pero no hepatocitos. Un resul-
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tado similar fue obtenido por Dahlke et al. [75] utilizando un modelo de
fallo hepatico agudo. Se puede concluir de estos experimentos que las cé-
lulas de la médula 6sea tienen capacidad minima para generar hepatocitos
en higados normales y muy baja capacidad en higados lesionados. La ex-
cepcién es la produccién de hepatocitos a partir de células de la médula
Osea en ratones knockout FAH, los cuales, como ya se ha discutido ante-
riormente, es una consecuencia de la fusion celular.

Los estudios antes comentados describen que las células de la médula
6sea pueden originar diferentes tipos de células hepaticas epiteliales, inclu-
yendo las células ovales, hepatocitos y células del epitelio biliar. Estas
observaciones han llevado a emitir la hip6tesis que las células madre re-
sidentes de la médula 6sea, especificamente células madre hematopoyéti-
cas, son una fuente importante para el reemplazo de células epiteliales
hepaticas, particularmente durante la lesion hepdtica crénica. Sin embargo,
la mayor parte de los datos publicados indican que las células madre de la
médula dsea no juegan un papel fisiolégico significativo en el reemplazo
de las células epiteliales en ninguna forma de lesién hepética. De hecho,
existen hepatocitos completamente funcionales derivados de la médula
dsea, pero son raros y se generan por fusion celular no por diferenciacion.

Otros autores, Quintana-Bustamante et al. [76] por el contrario, han
sido mds afortunados en sus experimentos y han conseguido resultados
muy esperanzadores, claramente positivos, movilizando las cé€lulas he-
matopoyéticas con el factor estimulador de las colonias de granulocitos
(G-CSF). Estos autores trataron las células hematopoyéticas con G-CSF
para observar si esta movilizacion influia en la produccién in vivo de he-
patocitos derivados de la médula 6sea. En un modelo de lesién hepatica
recurrente producido por inyecciones de CCl, durante tres meses, en raton
que expresaba la proteina fluorescente verde en las células derivadas de las
hematopoyéticas, se detectaron focos necréticos con infiltrados ricos en
histiocitos, pero poca proliferacién de células ovales. Estos animales fue-
ron tratados posteriormente con G-CSF durante una, dos o tres semanas y
se sacrificaron un mes después del tratamiento con dicho factor. Los resul-
tados obtenidos por estos autores indican que el G-CSF hizo que aumen-
taran significativamente los hepatocitos derivados de la médula ésea en
higados lesionados con CCl,. Los hepatocitos originados a partir de la
fusién in vivo se evaluaron trasplantando células de ratones hembras, que
expresaban proteina fluorescente verde, a ratones machos, e identificando
posteriormente, fluorescencia verde en hepatocitos binucleados que con-
tenfan el cromosoma Y, prueba de la fusion. Ellos concluyen que la mo-
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vilizacién de las células hematopoyéticas con G-CSF incrementa la pro-
duccién de hepatocitos derivados de la médula 6sea y que este es el primer
modelo que demuestra la fusiéon hepatocito/célula hematopoyética, recu-
rriendo a la lesién inducida por CCl,. Ademds, en este modelo se detectan
infiltrados ricos en macréfagos, una franca respuesta de las células ovales
y un proceso predominante de fusion in vivo para la aceptaciéon (enrai-
zamiento, engraftment) de las células circulantes en el higado. Estos resul-
tados abren la posibilidad de usar los factores de crecimiento hematopo-
yéticos para tratar enfermedades degenarativas no hematopoyéticas.

Yamazaki et al. [77], por otro lado, han detectado que las células
madre de la médula 6sea muestran plasticidad y se diferencian en varios
tipos celulares, incluyendo los hepatocitos. Para evaluar la diferenciacion
hepdtica en células de la médula dsea, estos autores han evaluado la ex-
presion génica en ratones que han sufrido la hepatectomia parcial con o sin
tratamiento con 2-acetilaminofluoreno. La hepatectomia indujo varios ge-
nes relacionados con diferenciacion hepatocitica temprana en médula 6sea,
y la expresion de estos genes fue intensificada por administracién de 2-
acetilaminofluoreno. Conclusiones: En respuesta a la hepatectomia se in-
dujo, en células de la médula Gsea, la expresion de genes tempranos de
diferenciacion hepdtica, especialmente cuando la regeneracion del higado
remanente fue suprimida con acetilaminofluoreno. Las sefiales circulantes
generadas en higado tratado con acetilaminofluoreno después de hepatec-
tomia parcial son las que han de activar esta diferenciacion. Este estudio
es el primer andlisis de los eventos tempranos de la diferenciacion hepdtica
en médula 6sea durante la regeneracion.

GENERACION DE HEPATOCITOS EN TRASPLANTES
DE HIGADO Y MEDULA OSEA

En pacientes receptores de trasplantes de higado y médula ésea, Thei-
se et al. [78] han investigado si los hepatocitos podian generarse a partir
de células de la médula 6sea del propio recipiendario. La frecuencia de los
hepatocitos derivados de la médula 6sea fue variable, del 1% al 3,6% en
cinco pacientes y 8% en un paciente. Los autores multiplicaron estos va-
lores por 5 para corregir los errores de la muestra en la deteccién del cro-
mosoma Y, y mostraron que la aceptacion (engrafment) de los hepatocitos
variaba entre el 4% al 43%. Alison et al. [79] examinaron también los
higados de los pacientes que recibieron trasplantes de higado o medula
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Osea a partir de donantes y calcularon la frecuencia de hepatocitos deriva-
dos de la médula 6sea que habian enraizado en el higado de los receptores,
que se estimo6 entre el 0,5% to 2%. Korbling et al. [80] han demostrado
que la frecuencia de los hepatocitos generados a partir de trasplantes de
higado o médula 6sea a receptores oscilé desde el 4% hasta el 7% y no
tuvo relacion alguna con la lesion hepdtica ni con el tiempo transcurrido
después del trasplante. En otros estudios en pacientes receptores de tras-
plante hepdtico no se detectaron hepatocitos derivados de la médula 6sea.

Diversos estudios han dirigido la pregunta del quimerismo celular en
trasplantes hepaticos. Asi, Hove et al. [81] han examinado el higado de
16 pacientes trasplantados, para identificar células originadas a partir del
receptor, descritas como quimerismo de células endoteliales en 14 pacien-
tes, quimerismo de células del conducto biliar epitelial en cinco pacientes,
y quimerismo de hepatocitos en un paciente. Otros [82] han descrito que
la gran mayoria de células derivadas de los receptores, presentes en los hi-
gados trasplantados, fueron macréfagos o células de Kupffer y que sélo
el 1,6% del total de las células detectadas en estos higados derivadas del
receptor, eran hepatocitos. Finalmente, Kleeberger et al. [83] han detecta-
do el 91% de frecuencia de quimerismo en recipiendarios de trasplante
hepdtico y que la presencia de quimerismo en hepatocitos en dos de nueve
pacientes en muestras obtenidas cuatro semanas después del trasplante y
en cinco de nueve pacientes a los doce meses o mds. El andlisis cuanti-
tativo del porcentaje de los hepatocitos en los higados quiméricos de los
recipiendarios no ha sido descrito atn.

La interpretacion de estos resultados es dificil. Primero, la falta de
consistencia de los datos se debe al uso de técnicas diferentes para iden-
tificar los hepatocitos del receptor en el higado trasplantado. A menudo se
usan factores para corregir la incapacidad de examinar la superficie com-
pleta del nucleo del hepatocito para detectar el cromosoma Y. Este tipo de
correccion, que implica multiplicar los valores observados por factores que
fluctian entre 2 y 5, puede introducir errores significativos e incertidum-
bre en los datos presentados. Otra dificultad es que grandes cantidades de
células mesenquiméticas en higados trasplantados tienen su origen en la
médula 6sea del propio recipiendario. Aunque se pueden utilizar varios
marcadores para identificar a los hepatocitos, la precisiéon de los métodos
usados para esta identificacion es variable y no siempre 6ptima. La super-
posicion de imédgenes en microscopia confocal puede conducir a errores
causados por la deteccidon de productos de reaccion o sefales de hibrida-
cion in situ en células de Kupffer o endoteliales que estdn en yuxtapo-
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sicién con un hepatocito. Hasta que se obtengan datos mds definitivos se
puede concluir: que la generacién de hepatocitos derivados de la médula
Osea ocurre en higado de algunos pacientes que han recibido trasplantes,
que este es un proceso poco eficiente y que debido a su frecuencia baja,
su relevancia permanece no probada.

HIGADO FETAL COMO FUENTE DE HEPATOCITOS

El higado fetal es rico en células hematopoyéticas y es el lugar de
proliferacion y diferenciacion de precursores de las células hepdticas. La
expresion de AFP, en este estado se considera un marcador endodérmico
que aparece los nueve dias de gestacion y la de la albimina (Alb*) a los 9,5.
Los factores de crecimiento de fibroblastos FGF1 y FGF2 son importantes
en la induccién de la expresion de la albimina. Durante los dias de ges-
tacion 9.° al 12.°, los hepatoblastos expresan progresivamente AFP, al-
bumina, GGT, anti-tripsina al, GST, y se bifurcan después en hepatocitos
o células del epitelio biliar. La oncostatina-M (ONC) y los glucocorti-
coides favorecen la diferenciacién de los hepatoblastos [84]. Células con
similitud morfoldgica a los hepatocitos son capaces a los trece dias de dife-
renciarse en células del conducto biliar después del trasplante y reimplanta-
cién. Otros autores han derivado lineas celulares hepdticas bipotenciales a
partir de embriones de ratén de catorce dias [85]. Inicialmente, las colonias
expresaron factores de transcripcion asociados a los hepatocitos, pero no
albumina y otros productos especificos de hepatocitos. Las células pudieron
ser diferenciadas hacia el fenotipo biliar por medio de Matrigel, y hacia
el fenotipo hepatocitico por medio de agregacion. Estudios de expresion gé-
nica en hepatoblastos de higado fetal de rata han descrito las diferencias
entre higado adulto y fetal y cambios seriados durante la gestacion [86].
Otros estudios han demostrado la capacidad proliferativa y la diferenciacion
de células madre hepdticas a partir de trasplante de estas células proceden-
tes de fetos de ratas a higado de rata adulta, siguiendo la pista de la madu-
racion de los hepatoblastos a los 13,5 dias después del trasplante, con el
desarrollo del fenotipo adulto maduro entre las dos y las seis semanas. La
proliferacion de las células trasplantadas fue mds intensa cuando se inhibi6
la replicacion normal de los hepatocitos [87], o cuando las cé€lulas trasplan-
tadas posefan una ventaja de supervivencia. Los hepatoblastos proliferan vi-
gorosamente incluso después de ser trasplantados en higado normal, lo que
contrasta con la falta de proliferacion de los hepatocitos adultos cuando son
trasplantados en las mismas circunstancias.
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Los hepatoblastos proliferan in vitro. Kubota y Reid [88] por digestion
de higado fetal de rata, establecieron el cultivo de hepatoblastos bipotencia-
les clonogénicos sobre un medio hormonalmente definido, siendo los pro-
genitores MHC clase-1- ICAM-1+. Uno de los intereses principales en el
higado fetal es la identificacion de los marcadores celulares de los hepato-
blastos para diferenciarlos de los progenitores hematopoyéticos. Tal iden-
tificacion se puede conseguir por estrategias de supresion (magnetic cell
sorting) para excluir células OX43+ (macréfagos, células endoteliales y pre-
cursores de eritrocitos) y OX44+ (anti-CD53 y células mieloides y linfoi-
des). Suzuki et al. [89] han estudiado las células CD45-TER119- (positivas
para el antigeno comun de los leucocitos CD45 y los precursores eritroides)
de embriones de raton, clasificando las células inicialmente para las subuni-
dades de integrina a6 (CD49f) y bl (CD29), y CD117 (c-Kit). Estos autores
han identificado células c-Kit-, CD49f + CD29+, notablemente enriqueci-
das para el desarrollo de unidades formadoras de colonias hepéticas, cuando
se cultivaron sobre placas cubiertas con matriz extracelular en presencia
de HGF [90]. Estas colonias surgen en cinco dias alcanzando a los veinte
dias varios cientos de células. Marcadores hepatociticos y colangiociticos
se expresaron en estas colonias. De la misma manera, Minguet et al. [91]
identificaron un 10% de células hepéticas en embriones de once dias como
c-Kit low CD45-TER119-. Estas células fueron bimodales respecto a la
expresion de integrina a6 (CD49f), expresaron albumina, AFP, TTR, HGF,
OSMR y ¢c-MET, y pudieron mantenerse in vitro proliferando durante largo
tiempo en presencia de HGF o FGF-1, activadas con oncostatina-M y de-
mostrando su bipotencialidad por maduraciéon en hepatocitos funcionales
(Alb+ y CK-19-) y colangiocitos (Alb- y CK-19+). Posteriormente Suzuki
et al. [92] refinaron la estrategia y utilizaron células unicas para demostrar
que células CD45-TER119- c-Kit- c-MET+CD49f+/low de higados de ra-
tén de trece dias (0,3% células hepdticas), se enriquecieron 560 veces en
unidades formadoras de colonias hepdticas, comparadas al higado de pro-
cedencia. Células unicas cultivadas sobre placas cubiertas de laminina en
presencia de HGF/EGF y medio condicionado para células de higado fetal,
dieron lugar a colonias de hasta 100 células a los cinco dias; sobre cultivos
a largo plazo las células que emergieron, expresaron ambas o solo una
de las caracteristicas de los hepatocitos (albimina) o colangiocitos (cito-
queratina-19), mientras que las células multipotenciales también persistie-
ron. La multipotentialidad se demostré por la capacidad de diferenciarse
in vitro en hepatocitos y epitelio biliar, gastrico e intestinal y reconstituir
células en higado, pancreas e intestino después del trasplante en dichos
organos. En este momento, en algunas colonias se hicieron detectables mar-
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cadores, c-Kit, Thy-1 and CD34, asociados con células progenitoras que se
desarrollaban en higado murino lesionado. Una temprana diferenciacion
hacia la expresion de albimina fue inducida por HGF y asociada con la ac-
tivacion de CEBP. La inhibicién de CEBP fren6 la diferenciacion y restaurd
la proliferacion [90]. La diferenciacién mads tardia en hepatocitos maduros
que expresaban triptéfano-2,3-dioxigenasa se intensifico en presencia de on-
costatina M. La significacion de este estudio se encuentra, no sélo en la ca-
racterizacion de un progenitor multipotencial (incluyendo los hepatocitos)
por medio de ensayos con una sola célula, sino también en la demostracion
de algunos marcadores celulares considerados como tempranos.

Un marcador alternativo para los hepatoblastos fue definido por Ta-
nimizu et al. [93], quienes identificaron en células hepdticas fetales a los
10,5-16, 5 dias de gestacion, una fuerte expresion de DLK, una proteina
de membrana con seis repeticiones similares a EGF- en su dominio extra-
celular. Las células con este marcador expresaron albimina y AFP (eva-
luada por medios inmunoquimicos y por RT-PCR), y CK19, y proliferaron
en respuesta a HGF. Tales células pudieron diferenciarse en hepatocitos
después de ser trasplantadas en bazo de raton. Yasuchika er al. [94] inves-
tigaron en células de higado de raton a los 13,5 dias de gestacion, que for-
maban agregados en cultivos de suspension y demostraron que estas célu-
las incluian progenitores hepaticos que expresaban albimina, AFP y CK19.
Los progenitores fueron CD49f+Thy1-CD45-, pero la maduracién en he-
patocitos mas diferenciados terminales que expresaron tirosina aminotrans-
ferasa y triptéfano oxidasa, tuvo que ser ayudada por cocultivo con células
Thyl+ que se agruparan en los agregados.

Thorgeirsson y Grisham [95] han interpretado recientemente la eviden-
cia proporcionada por las dltimas publicaciones referentes a la intervencion
de las células hematopoyéticas en la regeneracion hepdtica y han llegado a
la conclusion que las células hematopoyéticas pueden raramente adquirir el
fenotipo hepatocitico en el higado (frequencia = 107*). Las células hemato-
poyéticas no parecen ser directas precursoras de hepatocitos, los cuales en
cambio, pueden ser generados a partir de células del linaje macréfago-mo-
nocitico. La fusién entre los hepatocitos y células hematopoyéticas trasplan-
tadas ha sido considerada como un mecanismo mediante el cual se han ge-
nerado hepatocitos que llevan marcadores de médula 6sea, pero la directa
transdiferenciacion de las células hematopoyéticas no se ha demostrado. Por
tanto, estas células contribuyen poco a la formacién de los hepatocitos, tan-
to en condiciones fisiol6gicas como en patoldgicas. Es un hecho que estas
células pueden proporcionar citoquinas y factores de crecimiento que van a
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estimular las funciones de los hepatocitos por mecanismos paracrinos. Las
células del linaje endodérmico hepatocitico son mucho mas potentes gene-
radores de hepatocitos que las células hematopoyéticas.

Ya se ha comentado anteriormente que las células hematopoyéticas
y las hepdticas mantienen una estrecha asociacion durante la vida de los
mamiferos. El higado embrionario es el lugar principal de la formacién de
células sanguineas a partir de las células mesodérmicas que migran desde
el saco vitelino [96].

Los hepatocitos enddgenos residuales reactivan rapidamente las célu-
las quiescentes, las cuales proliferan y reemplazan las células perdidas por
enfermedad o toxicidad. Ademads, cuando los hepatocitos residuales incu-
rren en lesion que les bloquea la proliferacién en respuesta a la pérdida
celular, pueden ser reemplazados mediante las células ovales. Los hepato-
citos diferenciados aislados y trasplantados enraizan eficientemente y se
replican al ritmo de los hepatocitos preexistentes del hospedador, y los he-
patocitos FAH"* amplifican consecutivamente a través de numerosas ron-
das de divisién cuando se trasplantan seriadamente en ratones FAH” [97].
Hasta un 20% de los hepatocitos trasplantados enraizan en el higado y de
éstos, un 6% proliferan en respuesta a los déficits de hepatocitos. La com-
paracion directa del enraizamiento y la expansion de las células de la
médula dsea trasplantadas versus la de los hepatocitos en condiciones com-
parables, indican que estos ultimos enraizan con mucha mas eficiencia que
las células de la médula 6sea, y que la capacidad proliferativa de los he-
patocitos auténticos es mucho mayor que la de las células de la médula
Osea (Figura 6).

Los mecanismos que podrian utilizar las células hematopoyéticas para
generar hepatocitos se incluyen la transdiferenciacién de las células de
la médula 6sea y la fusién entre un hepatocito y una célula hematopoyé-
tica [98]. La transdiferenciacion implica un cambio simultdneo en la ac-
tividad transcripcional de muchos genes para cambiar directamente el
fenotipo de una célula hematopoyética en el de un hepatocito. Por el con-
trario, la fusion entre un hepatocito y una célula hepatopoyética produce
una célula hibrida heterocaridtica que contiene inicialmente los elementos
genéticos y orgdnulos de ambos tipos celulares. La expresion del fenoti-
po hepatocitico por tal célula hibrido requiere que el nicleo de la célula
hematopoyética sufra una extrusion desde el heterocarion o que los genes
especificos sean reprogramados para generar proteinas especificas del
hepatocito (Figura 7).
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Ficura 6. Comparacion entre las eficiencias relativas de enraizamiento en los trasplantes de
células hematopoyéticas y en los trasplantes de hepatocitos maduros (Thorgeisson y Grishan,
2006) [95].
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Ficura 7. Generacion de hepatocitos a partir de células hematopoyéticas trasplantadas
(Thorgeisson y Grishan, 2006) [95].
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La directa transdiferentiacion de las células hematopoyéticas en hepa-
tocitos no ha sido demostrada en ninguno de los estudios examinados. La
demostracion de la transdiferenciacion requiere que los cambios en la ac-
tividad de los multiples genes especificos de las células hematopoyéticas
y los hepatocitos se pongan de manifiesto en células individuales en «tiem-
po real» (un cambio clonal), y que la célula afectada genere hepatocitos
cuando se trasplanta. La tnica evidencia de formacién de hepatocitos por
trasdiferenciacion directa de las células hematopoyéticas es la falta de de-
mostracion de un mecanismo alternativo.

Ante la carencia de evidencia de la generacion directa de hepatocitos
por transdiferenciaciéon de las células hematopoyéyicas, la derivacién de
células hepatociticas por fusion de una célula hematopoyética con un he-
patocito hospedador ha sido experimentalmente demostrada en diversos
estudios con higado normal y patoldgico de receptores trasplantados con
células hematopoyéticas, aunque a frecuencias muy bajas of 10 La fu-
si6n ha sido demostrada en ratones FAH” en estudios independientes que
utilizan diferentes métodos para detectar células hibridas. Ademads, se ha
demostrado que los niicleos hematopoyéticos contenidos en las células
hibridas heterocaridticas estaban reprogramados para inhibir los genes he-
matopoyéticos y activar los hepatociticos. De este modo, se corrigen los
defectos metabdlicos caracteristicos de los hepatocitos FAH”. La correc-
cién fenotipica no ocurriria si el nicleo de la célula hematopoyética, que
contiene un gen FAH intacto, fuera simplemente extrudido. La fusién de
las células hematopoyéticas y los hepatocitos a una baja frecuencia similar
ha sido demostrada también en higados de ratones sanos por medio de
recombinacion Cre-lox. Sin embargo, otro estudio que utilizaba la recom-
binaciéon Cre-lox no detectd fusion entre las células de la médula dsea y
los hepatocitos, pero si la detectdé en un animal expuesto a agente hepato-
toxico. Este dato hace sospechar que los hepatocitos lesionados son mas
fusogénicos que los hepatocitos sanos [95].

Células del linaje monocito-macréfago parecen fusionarse con los he-
patocitos de ratones sanos y de ratones FAH” que recibieron NTBC. De
los pocos estudios sobre trasplantes xenogeneicos que han intentado reco-
nocer fusion entre células de dos diferentes especies, detectando células
que contienen mezclas de proteinas o secuencias de DNA especificas de
las especies, la mayoria examiné un nimero insuficiente de hepatocitos en
los higados receptores para excluir su existencia en la baja frecuencia
esperada. En un estudio en el cual se trasplantaron células de la sangre del
cordén umbilical en ratones SCID, se detectaron hepatocitos que contenian
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una mezcla de cromosomas humanos y murinos o sélo humanos, lo que
indicaria la simultdnea existencia de fusién y transdiferenciacién. Sin
embargo, se demostré que los hepatocitos eucaridticos derivaban de hepa-
tocitos hibridos que fueron productos de fusién de hepatocitos FAH” y
células de la médula 6sea FAH, indicando que algiin grupo de cromo-
somas tendrian que haber sido eliminados de las células heterocariéticas.
Este es un tema de considerable importancia si las células hibridas fusio-
nadas van a ser utilizadas en el tratamiento de enfermedades hepaticas en
humanos, porque en otras circunstancias la aneuploidia se asocia con trans-
formacién neopldsica [97-99].

Las células hematopoyéticas y las cé€lulas hepdticas no parenquima-
ticas, derivadas de las células hematopoyéticas, contribuyen al manteni-
miento y reemplazo de los hepatocitos por mecanismos indirectos que no
implican su transformacion directa en hepatocitos. Las células hematopo-
yéticas en el higado producen citoquinas y factores de crecimiento que
mantienen la diferenciacion y crecimiento de los hepatocitos durante la
embriogénesis. En animal adulto, las citoquinas y factores de crecimiento
producidos por las células no parenquiméticas derivadas de la médula 6sea
regulan la proliferaciéon y mantienen la funcién de los hepatocitos [100].

Varios estudios indican que las citoquinas y factores de crecimiento
producidas por células hematopoyéticas infundidas, pueden apoyar la fun-
cién y reparacion hepdticas en adultos sin formar nuevos hepatocitos a
partir de las células infundidas. Es de destacar que la infusién de G-CSF
previno la muerte de ratones de la toxicidad del CCl, en ausencia de tras-
plante de células hematopoyéticas. La infusiéon de células de la médula
6sea autdlogas en el 16bulo hepdtico izquierdo de pacientes que habian
sufrido la reseccién del 16bulo derecho que contenia un tumor, se asocié
con un mayor crecimiento de los 16bulos residuales. Otras situaciones en
las que los resultados fueron posiblemente no mediados por la transforma-
cién directa de las células hematopoyéticas en hepatocitos incluyen la
reduccion de la fibrosis inducida por CCl, y la reduccién de los niveles de
cobre plasmdticos en ratones con el gen WND mutado. Se necesita profun-
dizar en los estudios para separar los efectos del trasplante de células he-
matopoyéticas que son mediados por factores de crecimiento y citoquinas
secretadas por las células trasplantadas y su progenia de células hepati-
cas no parenquimadticas y los que pudieran depender de la transformacion
de las células hematopoyéticas en hepatocitos [95, 101].

Los resultados obtenidos hasta la fecha indican que las células me-
sodérmicas hematopoyéticas pueden generar hepatocitos a frecuencia muy
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baja. Esto hace que la mayoria de los autores consideren la generacion
de hepatocitos a partir de las células hematopoyéticas mesodérmicas sélo
como una curiosidad bioldgica, que refleja un escape de bajo nivel de
un proceso controlado con precision de segregacion de la capa germinal.
Sin embargo, estd bien establecido que los nucleos de los tipos celula-
res diferenciados pueden ser programados experimentamente para gene-
rar nuevos linajes celulares. Por tanto, una pregunta fundamental es: ;Por
qué las células madre hematopoyéticas multipotenciales no se diferen-
cian en hepatocitos con més eficiencia? La respuesta puede relacionar-
se con la importancia de los nichos de células madre especificos de tejido
como determinantes de la especificidad de diferenciacién de las células
madre [102]. El trasplante de las células madre hematopoyéticas, bien
directamente en un 6rgano como el higado, o via sistema vascular, no im-
plica depositarlas en un nicho de células madre, especifico de dicho 6rga-
no, con excepcion de trasplantes de médula ésea en receptores que han
sufrido la ablacion de la médula Osea.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Durante los dltimos afios, profundizar en el conocimiento de las células
madre ha sido una de las dreas mads atractivas de la investigacién biomédica,
que ha generado gran entusiasmo en cientificos, clinicos y publico en gene-
ral. Lo prometedor de estas investigaciones es que tienen como meta la re-
poblacién y regeneracion de los tejidos y drganos, lo cual estd atn lejos de
alcanzarse. Después de la fase inicial de entusiasmo y de las numerosas
publicaciones de hallazgos que a menudo se oponen al conocimiento acep-
tado, es ahora el momento de valorar el progreso realizado para sefialar
peligros y mds importante atn, para proyectar una vision realista hacia el
futuro. Es un criterio que ha de tomarse con discrecion, ya que incluso las
propias definiciones de las células madre estdn todavia en debate. ;Es una
célula madre una entidad o una funcién, un componente de un sistema jerar-
quico o una entidad funcional pléstica? ;Puede esta entidad ser aislada y
estudiada en cultivo en una manera significativa desde el punto de vista
bioldgico? Llegando a las mds extremas implicaciones hemos de interpretar
con crudeza algunas de las ideas que conducen al «todo vale» en el medio
intelectual en el que todos los resultados, incluso los mds discordantes, son
aceptados sin criticas.

Es un hecho que se ha progresado mucho en el tema de las células madre
y este progreso ha de continuar con el cuidadoso escrutinio de los datos
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experimentales, examinando la realidad y reproducibilidad de los méto-
dos y encaminando el resultado de la relevancia biolégica de los descubri-
mientos. El progreso en este campo va unido al conocimiento de los meca-
nismos de diferenciacién celular, proliferacion y transdiferenciacion y de las
interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular en 6rganos tejidos
normales y lesionados. El interés que se ha atribuido a las células de la
médula 6sea a menudo ha oscurecido la extraordinaria capacidad regenera-
tiva del higado que es en primerisimo lugar el resultado de la replicacion de
los propios hepatocitos maduros. Cuando la replicacién de los hepatocitos
es baja o se inhibe, unas células progenitoras intrahepéticas dan lugar a las
células ovales, las cuales se replican y diferencian en hepatocitos. La capa-
cidad proliferativa de los hepatocitos normales quiescentes y altamente di-
ferenciados es dnica entre las células diferenciadas de los tejidos de mami-
feros. Puede sonar paraddjico para los bidlogos estudiosos de las células
madre: el hepatocito es la célula madre con mayor grado de eficiencia para
la regeneracion hepdtica.

La primera observacion a plantear cuando se trata de sacar aplicacio-
nes a estas investigaciones es que la identificacién de los hepatocitos de-
rivados de las células madre de la médula 6sea necesita ser considerada
con criterios rigurosos. Revisando la literatura presentada aqui y los resul-
tados obtenidos hasta el momento, se concluye que la generacion de he-
patocitos a partir de células de la médula 6sea es un evento raro en tras-
plante y repoblacion de higado después de la lesion y que los hepatocitos
generados se producen por fusién celular mis que por mecanismos de
transdiferenciacion. Esto no excluye un papel potencial funcional para
estas células de la médula 6sea en la homeostasis hepdtica.

Los avances cientificos de dltimos afios sobre procesos regenerativos han
dado a conocer una serie de aspectos a nivel celular y molecular de la rege-
neracion hepdtica, imposible de vislumbrar hasta hace pocos afos, que han
incrementado las expectativas sobre el trasplante hepatico en humanos y so-
bre las células madre adultas. Como campo expandido a una gran audiencia,
estos nuevos conocimientos traen también confusién e interpretaciones erré-
neas, respecto a los mecanismos responsables de la regeneracion en los dife-
rentes tipos de crecimiento hepético. Los hallazgos mas recientes se han con-
seguido con modelos manipulados genéticamente y el interés que despiertan
tiene su base en la aplicacion clinica al trasplante de higado en humanos.
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ABREVIATURAS

AAF, acetilaminofluoreno; AFP*, que expresan a-fetoproteina; Alb",
que expresan albumina; BMP, proteina morfogénica 6sea; C/EBPJ, protei-
na de unioén a la secuencia CAAT, factor de transcripcion; CK19, citoquera-
tina 19, marcador biliar; DLK, proteina de membrana; FAH, fumarila-
cetoacetato hidrolasa; FGF, factor de crecimiento de fibroblastos; G-CSF,
factor estimulador de las colonias de granulocitos; GGT, gamma glutamil
transferasa; GST, glutation transferasa; HEA125, antigeno epitelial hu-
mano 125, marcador biliar; HSC, células madre hematopoyéticas; MHC,
complejo principal de histocompatibilidad; NTBC, 2 (2 nitro 4 difluorome-
til benzoil) 1-3 ciclohexano diona; OSM, oncostatina M; OV-6, anticuer-
po frente a células ovales y biliares epiteliales; PDGF, factor de crecimiento
derivado de las plaquetas; SCF/cKit, tirosina quinasa transmembrana perte-
neciente a la familia del PDGF; SHPC, células hepatociticas precursoras pe-
queias; TWEAK, TNF like weak.
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7. Regeneracion hepatica y envejecimiento

INTRODUCCION

Los cambios morfolégicos y funcionales de la regeneracion hepatica
estdn siendo estudiados en profundidad, y en los dltimos veinte afios se ha
adquirido gran cantidad de informacion respecto a la expresion génica que
acompafia a la recuperacién de la funciéon y masa hepéticas después de la
lesion toxica o virica o de la hepatectomia parcial [1, 2]. Es un hecho co-
nocido que la incidencia de enfermedades hepdticas se eleva con el enve-
jecimiento, pero son muchas las perturbaciones celulares y subcelulares
implicadas en esta predisposicion que permanecen atn por aclarar. Hasta la
fecha se han estudiado una serie de cambios relacionados con la edad, tales
como: a) la disminucién del volumen hepético, b) la elevacion de cuerpos
densos (lipofuscina), ¢) la disminucién en la fase I del metabolismo de far-
macos, d) cambios en la expresion de una serie de proteinas, e) disminucion
de las funciones hepatobiliares, etc. Otros cambios mds sutiles, como la
menor respuesta al estrés oxidativo [3-5], la expresion reducida de genes re-
guladores del crecimiento, disminucién en el ritmo de reparacién del DNA,
acortamiento de telémeros, etc., contribuyen también a la menor capacidad
regenerativa hepatica, a la menor supervivencia post trasplantes [6] y a la
mayor susceptibilidad a ciertas enfermedades [7].

PROLIFERACION HEPATOCELULAR Y EDAD

En 1964 Bucher et al., publicaron el perfil cinético de la proli-
feracion de hepatocitos en el higado remanente después de los 2/3 de la
hepatectomia parcial en ratas de diferentes edades [8]. Se observaron gran-
des diferencias en la intensidad de sintesis del DNA y en el momento al
cual ocurria el méximo de respuesta de replicacion del DNA. En ratas de
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mds edad la respuesta regenerativa a la hepatectomia estuvo retrasada y
reducida (Figura 1).

Posteriormente Stocker y Heine (1971) realizaron un cuidadoso estu-
dio para estimar la fraccion de células en el higado remanente que entra-
ban en la fase proliferativa después de la hepatectomia parcial en ratas de
edades diferentes [9]. Sus observaciones mostraron que en animales jove-
nes la proliferacion implicaba al 99% de los hepatocitos residuales, mien-
tras que en animales viejos sélo el 30% de los hepatocitos se replicaban.
El retraso y la pérdida de sincronia en respuesta a la hepatectomia parcial
podia ser debido a la reduccién de los hepatocitos con capacidad prolife-
rativa, indicando que en los animales de mds edad permanecia esta capa-
cidad en un menor nimero de células, por tanto, estas células tendrian que
sufrir mas rondas de division para reconstituir la masa total del higado.
Estas primeras observaciones han sido objeto de posteriores estudios de
nuestro grupo para encontrar explicacion a esta diferencia, dependiente de
la edad, en la respuesta regenerativa a la lesién hepética [10-12]. Krupc-
zak-Hollis et al., han propuesto varias observaciones respecto a las bases
moleculares de estas diferencias debidas a la edad y han ofrecido un po-
tencial terapéutico para mejorar el bloqueo de la proliferacién celular en
la lesion hepdtica observada en ancianos [13].
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Figura 1. Incorporacion de 3H-timidina en el DNA en higado de ratas jovenes (tres semanas)
v viejas (12 meses) después de hepatectomia parcial. Las muestras de higado se obtuvieron
a distintos tiempos (horas) después de la hepatectomia. Los niimeros indican el niimero de
animales utilizado en cada experimento (Bucher et al., 1964) [8].
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La lesion hepdtica aguda estd causada por una variedad de agresiones:
lesién toxica por farmacos o xenobidticos, hepatitis virica e isquemia. El
higado es la primera linea de proteccién frente a la agresion causada por
agentes hepatotoxicos, entre los que se encuentran numerosos xenobidti-
cos y muchos farmacos, que ocasionan frecuentemente necrosis y/o apop-
tosis [14, 15].

Los cambios dependientes del envejecimiento influyen de manera no-
table en el proceso de regeneracion hepatocelular post-necrética. Entre las
modificaciones que ocurren durante el periodo de la vida de un organismo
se encuentran los relativos a la biotransformacién y eliminacién de farma-
cos y xenobidticos que acarrean mayor riesgo de toxicidad [4, 5]. Los xe-
nobidticos, como los farmacos, se eliminan del organismo por diferentes
vias, una de ellas, y la méds importante, es mediante la biotransformacion
del agente hepatotdxico por el sistema microsémico de las monooxigena-
sas de funcién mixta dependiente del citocromo P-450 o de las flavinas. Es
un hecho comprobado que estos sistemas enzimdticos experimentan una
marcada disminucién como consecuencia del envejecimiento [4]. La in-
fluencia de la edad sobre las monooxigenasas microsdémicas se asocia con
una sensibilidad aumentada a los xenobidticos y con cambios hepaticos
tales como la pérdida de masa del 6érgano, menor flujo sanguineo y sintesis
de proteinas anormales [4, 5, 7]. También, después de la lesién inducida
por el agente hepatotdxico, el retraso en la respuesta regenerativa de los
hepatocitos senescentes es una consecuencia de su menor capacidad pro-
liferativa [8, 9] y de la mayor sensibilidad a farmacos. Después de la agre-
sién téxica, en la cual estd implicada muerte hepatocelular, por necrosis
y/o apoptosis, las células remanentes se dividen para restaurar la masa y
la funcién hepaticas [10-13]. Los mecanismos que intervienen en esta res-
tauracion son similares a los que ocurren después de la hepatectomia par-
cial, y estdn también estrictamente controlados por citoquinas y factores de
crecimiento [1, 2], que juegan un importante papel en la transiciéon desde
el estado quiescente de los hepatocitos diferenciados adultos al estado pro-
liferativo de las células en regeneracion [14, 15].

Como es un hecho aceptado que el envejecimiento afecta la biotrans-
formacién y eliminacién de xenobidticos, estudios de nuestro grupo han
determinado si esta influencia se refleja en la relacién que existe entre la
severidad de la lesion hepatica inducida por agentes hepatotéxicos y la res-
puesta proliferativa. Asi, se indujo necrosis y regeneracion hepaticas me-
diante la administracion intraperitoneal de una dosis subletal del hepato-
téxico tioacetamida a ratas jovenes, adultas y viejas (dos, doce y treinta
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meses), determinando la regeneracion post-necrética por evaluacién de la
ploidia y distribucién del DNA en las diferentes fases del ciclo celular en
hepatocitos aislados. También se determind la aparicion en suero de TNFa
e IL-6 y la capacidad de este suero de inducir la proliferacion de cultivos
quiescentes de fibroblastos NIH 3T3, que se evalud por incorporacién de
timidita tritiada y sobre cultivos de macréfagos de ratas no tratadas para
inducir en ellas la sintesis de la NOS vy la liberaciéon de NO [11].

El estudio de las alteraciones en la respuesta hepdtica a la lesion he-
patica y la regeneracion postnecrética inducida por sustancias hepatotéxi-
cas (farmacos o xenobidticos) a medida que transcurre la edad, presenta
un interés considerable a niveles fisiopatoldgicos y farmacoldgicos [4].
Por ello, Sanz et al. [4] observaron, tanto la intensidad de la lesién hepa-
tica como la actividad del sistema implicado en la biotransformacién de la
tioacetamida a distintos tiempos después de la administracion de la dosis
del hepatotdxico. La dosis fijada de tioacetamida (500 mg/Kg) podria ser

60

[] 2 meses FMO
50 B 12 meses

B 30 meses

nmol/min/mg proteina

] 12 24 48 72 96

Horas después de la intoxicacion
(tioacetamida 500 mg/Kg)

Ficura 2. Actividad flavina monooxigenasa (FMO) en homogenados de higado de rata.
Variaciones por efecto de la edad frente a la administracion del agente hepatotoxico tio-
acetamida (500 mg/Kg), en ratas de 2, 12 'y 30 meses. Los valores basales, a tiempo 0, mues-
tran las variaciones debidas a la edad sin tratamiento. La administracion del hepatotoxico
induce la actividad de este sistema que muestra su mayor actividad en el grupo de 12 meses
a las 24 horas. La respuesta bifdsica se debe al punto mdximo de necrosis en las jovenes a las
24 horas y el de las adultas y viejas a las 48 horas (Figura 3). Esta disminucion se debe a que
los sistemas monooxigenasas se ubican en la region perivenosa del acino, que es la que resulta
destruida por la necrosis (Sanz et al., 1999) [4].
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biotransformada de manera diferente segin la edad del animal, y los datos
basales obtenidos muestran como en animales sin tratar existen notables
diferencias que se mantienen una vez que se administra el agente toxico.
En los resultados en la Figura 2 cabe destacar que no se detectaron di-
ferencias significativas en la actividad de la FAD monooxigenasa (FMO)
microsOmica, entre el grupo de ratas jovenes y el de ratas viejas, mientras
que se aprecié un notable incremento en el grupo de ratas adultas. La
explicacion a estos datos es que en animales jovenes el sistema enzimatico
monooxigenasa no estd del todo desarrollado y en animales viejos muestra
una depresion dependiente de la edad.

La intensidad de la lesion hepética (necrosis perivenosa masiva), detec-
tada por la aparicion de aspartato aminotransferasa en suero, fue paralela a
la actividad de la FMO. La Figura 3 muestra marcadas diferencias en la
aparicion de la necrosis perivenosa, que fue anterior en ratas jovenes (a las
24 horas de la intoxicacién), y en la intensidad de la lesién que fue notable-
mente mayor en ratas adultas. También hubo diferencias en la restauracion
hacia la normalidad, que a las 96 horas fue completa en el grupo joven. La
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Fiura 3. Actividad aspartato aminotransferasa (AST) en suero de ratas tratadas con tioace-
tamida (500 mg/Kg). La actividad AST en suero es un marcador de necrosis hepatocelular
perivenosa que se evaluo en ratas de distintas edades: jovenes, adultas maduras y viejas a
distintos tiempos (horas) después de la intoxicacion. El punto mdximo se registro en las ratas
adultas a las 48 horas de la intoxicacion y superd en dos veces al alcanzado por las ratas
jovenes y las ratas viejas (Sanz et al., 1999) [5].
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expansion de la capacidad metabdlica en ratas adultas (doce meses) es una
consecuencia de la mayor biotransformacion de la tioacetamida y la mayor
generacion de oxidantes y especies reactivas derivadas de la hepatotoxina.
Esto explica la mayor severidad en la lesidon necrdtica (en ratas de doce
meses de edad, a las 48 horas de la intoxicacion), que demanda mayor res-
puesta al estrés oxidativo. La hepatotoxicidad de la tioacetamida depende
de su biotransformaciéon mediante el sistema monooxigenasa de funcién
mixta dependiente mayoritariamente de la flavina. Los cambios basales de-
pendientes de la edad en la FAD monooxigenasa basal, como también en la
induccion de este sistema a partir de la administracion de tioacetamida, ex-
plican en parte el menor grado de lesioén detectado en los grupos joven y
viejo, porque la respuesta necrogénica, detectada por evaluacién de la acti-
vidad aspartato aminotransferasa (AST) en suero (Figura 3), fue paralela a
la actividad FAD monooxigenasa evaluada en hepatocitos (Figura 3), la cual
estuvo significativamente mds elevada en el grupo adulto.

La Figura 4 muestra el % de células que se encuentran comprometidas
en la transicién 2C — 4C, como parametro evaluador de la sintesis de DNA.
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Figura 4. Evaluacion de la sintesis de DNA en regeneracion hepatocelular postnecrética
inducida por una dosis subletal de tioacetamida (500 mg/Kg), en ratas de 2, 12 'y 30 meses.
Los resultados se expresan en % de hepatocitos que se encuentran en la fase S del ciclo
celular, en higado a diferentes tiempos después de la administracion del agente hepatotoxico.
La sintesis del DNA se adelanta en las ratas jovenes, se retrasa y es superior en las maduras,
y es muy baja en ratas viejas (Sanz et al., 1999) [5].
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En este caso, las ratas jovenes se adelantan en la regeneracion, en las adultas
como en las viejas existe un retraso en la aparicién del punto maximo, pero
los valores més elevados se registraron en las adultas como consecuencia de
la mayor intensidad de la lesion. Sin embargo, en la secuencia de aconteci-
mientos que trae consigo la administracion de dosis necrogénicas de un agen-
te hepatotdxico: intoxicacion — biotrasformacién — necrosis hepatocelular
masiva — regeneraciéon — y restauracion de la funcién hepatica; los cam-
bios relativos a la necrosis pueden disociarse de los relativos a la prolifera-
cién hepatocelular post-necrética, porque la respuesta proliferativa de los
animales de mds edad frente a la necrosis hepatocelular, no es la misma cuan-
do se compara con el grupo joven. Ademds de la biotransformacion, otros
factores tales como el estado redox de la célula (GSH/GSSG), citoquinas
circulantes (TNFa, IL-6) juegan también papeles importantes [5, 12, 16].

De los datos anteriores se deduce que el retraso en el desarrollo de la
lesion (necrosis) y la menor capacidad regenerativa impiden la restau-
racion de la funcién hepética en las ratas de méds edad. Por otro lado, los
sistemas de defensa antioxidante se elevan con la edad, pero el ritmo de
generacion de especies reactivas excede la capacidad antioxidante induci-
da, lo que genera situaciones de estrés oxidativo y peroxidacion [12].

Otros datos incluyen una progresiva poliploidizacién que va acompa-
flada por cambios en el potencial proliferativo que decrece notablemen-

Ticacetamida = Biotransformacion == Lesion = Regeneracion ==+ Recuparacién
(500 mg/Kg) (radicales libres)  (necrosis) hepatocelular de I-F’.func.lﬁn

ey ld Intensidad Mixima | Recu
ol : de la sintesis DNA
(meses) | ] lesion (horas) \
; .

Esquema que muestra las diferencias entre grupos de ratas de diferentes edades intoxicados
con Tioacetamida (500 mg/Kg), respecto al punto de mdxima lesion (necrosis perivenosa), la
intensidad de la lesion, la sintesis del DNA y la recuperacion hacia la normalidad.
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te de 2C — 4C y se eleva de 4C — 8C. La conexioén entre los sistemas
oxidante/antioxidante y la elevacion de la poliploidizacién no esta clara y
puede interpretarse como dos manifestaciones independientes del enveje-
cimiento [14, 15].

EVENTOS INICIADORES EN LA REGENERACION HEPATICA

El proceso de la regeneracion hepatica esta constituido por una serie de
etapas que incluyen los eventos iniciadores o inductores «priming» que van
a conducir a la mitosis celular (Figura 5). El conocimiento de las sefales

Genes tempranos inmediatos
IL-1Rc, junB, egr-1, c-fos
c-myc, c-jun, y otros

"4 N

Genes tempranos retrasados Genes del ciclo celular
Bcl-X., FoxM1B p53, p21, mdm2
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FOXVID  me—p cdc25B, p55cdc
Figura 5. Secuencia de eventos en higado en regeneracion después de hepatectomia parcial.
Después de la reseccion hepdtica de las dos terceras partes del higado, tiene lugar la fase
de «iniciacion», en la cual las citoquinas TNFo e IL-6 activan sus respectivos receptores en
los hepatocitos. Esto conduce a la activacion de varios factores de transcripcion clave NFxB,
AP-1, STAT3, STAT 1 y C/EBPBy 6. Estos inducen, a su vez, la expresion de los genes
tempranos inmediatos. HGF se expresa en este momento y se encuentra implicado en la tran-
sicion GO/G1. Durante G1 se expresan los genes tempranos retrasados y posteriormente los
genes del ciclo celular, todos ellos necesitan nueva sintesis proteica. La elevada expresion de
FoxMIB y TGFo se verifica en la transicion G1/S y se relaciona con la mayor expresion
de ciclina D y menor expresion de los inhibidores. Durante G2/M FoxMIB eleva la trans-
cripcion de la ciclina Bl, ciclina B2 y cdc25B. Adicionalmente, FoxM 1B se asocia con nive-
les elevados de ciclina F 'y p55cdc, que estdn implicados en la finalizacion del ciclo celular
después de la hepatectomia parcial (Mackey, Sing y Darlington, 2003) [18].
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de iniciacién que conducen a las células remanentes hacia el ciclo celu-
lar ha sido la meta de muchas investigaciones. La delineacién molecular
de esta estimulacion inicial del proceso regenerativo puede llevar a con-
seguir una terapia util en casos de lesion hepatica. Diversos estudios utili-
zando animales genéticamente manipulados (transgénicos o knockouts) han
llegado a responsabilizar a las citoquinas TNFo e IL-6 [17] como las prin-
cipales promotoras de la iniciacion de los hepatocitos, haciéndolos compe-
tentes para responder a los factores de crecimiento EGF y HGF [19, 20].
Ademiés, Greenbaum et al. [21] han demostrado que el factor de transcrip-
cién C/EBP-f es un objetivo posterior a la sefializacion de las citoquinas,
que juega un importante papel en el resultado de la respuesta proliferativa.

Después de la reseccion hepética de las dos terceras partes del higado,
tiene lugar la fase de «iniciacion» en la cual las citoquinas TNFo e IL-6
activan sus respectivos receptores en los hepatocitos. Esto conduce a la
activacion de varios factores de transcripcion clave NFkB, AP-1, STATS3,
STAT 1y C/EBPB y . Estos inducen, a su vez, la expresién de los genes
tempranos inmediatos. HGF se expresa en este momento y se encuentra
implicado en la transicion GO/G1. Durante G1 se expresan los genes tem-
pranos retrasados y posteriormente los genes del ciclo celular, todos ellos
necesitan nueva sintesis proteica. La elevada expresion de FoxM 1B (fork-
head box) y TGFa se verifica en la transicion G1/S y se relaciona con la
mayor expresion de ciclina D y menor expresion de los inhibidores. Du-
rante G2/M FoxM1B eleva la transcripcion de la ciclina B1, ciclina B2 y
cdc25B. Adicionalmente, FoxM 1B se asocia con niveles elevados de cicli-
na F y p55cdc, que estdan implicados en la finalizacion del ciclo celular
después de la hepatectomia parcial [18].

ACTIVACION DE LOS GENES TEMPRANOS INMEDIATOS

Después de los eventos iniciadores discutidos anteriormente, se indu-
cen los genes tempranos inmediatos, debido en gran parte a modificacio-
nes post-traduccionales de los factores de transcripcion preexistentes AP1,
C/EBP-B y STAT3, y NFB, inducidos por las citoquinas. La expresion de
los genes tempranos inmediatos se verifica pocas horas después de la re-
seccion quirdrgica y no requiere nueva sintesis proteica. Algunos de los
bien caracterizados genes tempranos inmediatos que son inducidos inclu-
yen: c-Myc, c-fos, c-jun, EGR1, IGFBP-1, y HGF [22, 23]. La disposicion
de los genes tempranos inmediatos ha sido parcialmente establecida por
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perfiles de expresion génica, que dan una completa imagen de los acon-
tecimientos moleculares que tienen lugar en la iniciaciéon y en la fase
temprana inmediata [18, 24]. Después de esta fase temprana e inmediata,
tienen lugar numerosos cambios en la expresion génica que requieren nueva
sintesis proteica. Estos acontecimientos empujan a la célula para salir de
GO y entrar en G1 y de aqui a la fase S (sintesis del DNA), del ciclo.

FOXM1B

El gen FoxM1 exhibe una pauta especifica de expresion durante el
ciclo celular. Tanto los niveles de FoxM1 mRNA como los de proteinas
son apenas detectables en células quiescentes, mientras que se elevan no-
tablemente en células estimuladas a reentrar en el ciclo celular. La eleva-
cién de la expresion de FoxM1 se inicia en la fase S y contintda a través
de G2 y mitosis. Se ha demostrado que la actividad transcripcional de
FoxM]1 esté restringida al ciclo celular y se relaciona con la fosforilacion
de la proteina, que alcanza su maximo en la fase G2 [25]. Los estudios
iniciales sobre FoxIM describieron que la fosforilacién de FoxM1 se ve-
rificaba principalmente durante la mitosis. Después se ha demostrado que
la fosforilacion se inicia por los complejos ciclina/CDK, al principio de
G1, y continta durante G2/M. Son las quinasas CDK1, CDK2, MAPK y
Plk las que se encuentran implicadas en la fosforilacion de FoxM1.

El envejecimiento se caracteriza por una disminucién en la prolifera-
cién celular combinada con acumulacién de defectos mitéticos e inestabi-
lidad cromosémica [26]. Los defectos mitéticos observados en células de
pacientes ancianos, como también en pacientes con progeria (envejeci-
miento prematuro), se han asociado con menor expresion de varios genes
reguladores del ciclo celular, siendo uno de los mas afectados el que co-
difica FoxM1 (23). Por tanto, los niveles reducidos de FoxM1 pueden
contribuir a los defectos mitéticos de las células envejecidas, y la pérdida
de FoxM1 origina un descenso en la proliferacion celular. Como un knoc-
kout total de FoxM1 es letal, se ha conseguido un knockout condicional
para la alteracion del FoxM1 especifico del higado (24), en el cual se ha
comprobado que existe una reduccion significativa de la proliferacion de
los hepatocitos después de la hepatectomia parcial. La proliferacion redu-
cida en respuesta a la hepatectomia en pacientes envejecidos se ha asocia-
do a concentraciones bajas de la hormona del crecimiento (GH). De hecho,
el tratamiento de pacientes ancianos con GH ha demostrado que restaura
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la proliferacion celular. También la GH parece que juega un papel en la
proliferacion de los hepatocitos durante la regeneracion hepdtica, al pro-
mover la traslocaciéon nuclear de FoxM1. El tratamiento con GH puede
restaurar la proliferacion de los hepatocitos después de la hepatectomia
parcial en ratones viejos y esto se ha relacionado con la induccién de
FoxM1 [13]. Sin embargo, después de la alteraciéon de FoxM1 en el higa-
do, GH fue incapaz por si misma de restaurar la proliferacion, lo cual
proporciona un mecanismo mediante el cual GH estimula la proliferacion
en organismos viejos, y es a través de FoxM1. No obstante, la respuesta
a mitogenos, tales como TCPOBOP, fue comparable en ratones viejos
frente a los jovenes, en los cuales la induccién de FoxM1, como también
la de otras proteinas asociadas al ciclo celular, fue similar [27]. Estas
observaciones sugieren que los hepatocitos diferenciados retienen su capa-
cidad de proliferar a lo largo de toda la vida mediante la activacion de
FoxM1.

Se ha demostrado recientemente que FoxM1b, miembro de la familia
de factores de transcripcion, es una proteina esencial para el crecimien-
to de los hepatocitos [28, 29]. Durante el desarrollo y diferenciacién de
los hepatocitos, la familia del factor forkhead estd presente en los teji-
dos embrionarios y regula la entrada de las células en la fase S y en la
mitosis.

El grupo de Costa ha contribuido significativamente al conocimiento
del papel de Foxml1b mediante el uso de ratones transgénicos que sobre-
expresaban la proteina humana y de ratones knockout carentes de Foxm1b
en hepatocitos [28]. Wang et al. han observado que los ratones que care-
cfan de FoxM1b mostraban una respuesta proliferativa en higado muy
disminuida después de la reseccion quirdrgica del higado [30]. Posterior-
mente demostraron que la sobreexpresion de la FoxM1B humana introdu-
cida mediante adenovirus a ratones silvestres de doce meses, restauraba la
respuesta normal a la hepatectomia parcial [31]. La sobreexpresion de
FoxMI1B en los animales transgénicos caus6 un adelanto en la iniciacién
de la sintesis del DNA. El adelanto en la entrada en la fase S en respuesta
FoxM1B fue paralelo a la expresion de otros componentes criticos de la
maquinaria del ciclo celular, incluyendo la ciclinas D y E [32, 33] y acopla
la expresion de Foxm1b con la progresion del ciclo celular. En ensayos de
cotransfeccion se detecté que FoxM1B es capaz de elevar la transcripcion
de los promotores de la ciclina B [34] y de la ciclina D [30], promoviendo
asi la transiciéon G1/S y G2/M en el ciclo celular. Otros componentes
importantes en la regulacidn del ciclo celular durante la regeneracidn estidn
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controlados por Foxmlb, tales como cdc25A y B fosfatasas, que activan
los complejos ciclina/CDK [25]. Ademés, FoxM1B promovié también una
reduccion en los inhibidores de las quinasas dependientes de ciclina
(CDKI) p27 y p21 [30, 31]. La multiplicidad de puntos de control de
FoxM1b indica que la actividad de este factor Forkhead es un determinan-
te principal en el proceso de division de los hepatocitos. Estudios del
grupo de Madena [35] han responsabilizado a FoxM1 de estar implicado
en la transicion G2/M y que la falta en este factor de transcripcion retrasa
la mitosis por impedir la normal segregacién de los cromosomas y la
progresion G2/M. También se ha observado que la carencia de este factor
produce la acumulacién de células poliploides.

HORMONA DEL CRECIMIENTO, REGENERACION HEPATICA
Y EDAD

La secrecion de la hormona del crecimiento (GH) disminuye a medida
que transcurre la edad. Moolten et al., han demostrado que la adminis-
tracion de GH acelera la respuesta de la sintesis de DNA hepdtica a la he-
patectomia parcial, pero los mecanismos moleculares implicados no estdn
claros [36]. Krupczak-Hollis et al. [13] han mostrado que existe una co-
nexion entre la GH y FoxM 1B, ya que el tratamiento de los animales viejos
con GH elevd la expresion de FoxM 1B y la entrada de los hepatocitos en la
fase de sintesis del DNA, tanto en los animales control como en los que
habian sufrido la hepatectomia parcial. La elevacion en FoxM1B en anima-
les viejos tratados con GH estimul6 la proliferacion a niveles equivalentes a
los de animales jovenes en las mismas condiciones. El requerimiento de
FoxM1B en la proliferacion estimulada por GH se demostré tratando rato-
nes knockout deficitarios en FoxM1B con GH y observando que estos ani-
males no aceleraron la sintesis del DNA en contraste con los ratones con
FoxM1B funcional. Estos resultados apoyan la conclusiéon que FoxM1B tie-
ne que estar presente para que GH estimule la proliferacion.

La hormona del crecimiento (GH), la cual se reduce con la edad,
corrige la alterada capacidad proliferativa del higado de animales viejos.
Wang et al., recientemente [37], han presentado un mecanismo mediante
el cual GH elimina el control negativo de la proliferaciéon dependiente de
la edad e incrementa la transcripcién de genes especificos hepdticos en
higado de rat6n viejo. Esta reducida capacidad proliferativa del higado por
efecto del envejecimiento se asocia con el complejo C/EBPo-Brm que
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inhibe los promotores que dependen de E2F. Estos autores han encontrado
que el secuestro de C/EBPo en complejo con Brm conduce a una interac-
ciéon débil de C/EBPa con promotores de genes especificos del higado,
cuya expresion se reduce en animales viejos. La inyeccion de GH o del
regulador de la amplitud de su liberacion enddgena, la grelina, reduce la
formacion del complejo C/EBPa- Brm en higados de ratones viejos, lo
que conduce a una desrepresion de los objetivos de E2F, a mayor inter-
accion de C/EBPa con promotores de genes especificos hepaticos, y a la
correccion de su expresion. La eliminacion del complejo, dependiente de
GH estd mediada por la inhibicién de la actividad de la ciclina D3-CDK4
y por la elevacion de una fosfatasa, la proteina fosfatasa 2A, que desfos-
forila C/EBPa y disocia el complejo.

Si los hepatocitos que sufren proliferacién son estimulados por mit6-
genos, cabe preguntarse cudl es el papel que juega FoxM1B. Columbano
et al., han resumido los conocimientos adquiridos hasta la fecha respec-
to a la induccidn de la proliferacion de hepatocitos en ausencia de lesion
o pérdida de las propias células [27, 38]. Diferentes ligandos, tales como
el hidrocarburo halogenado TCPOBOP, ligandos PPAR, 4cido retinoico o
T3 pueden actuar como mitégenos primarios in vivo mediante receptores
nucleares. Cuando se administran estos agentes no se requiere la iniciacion
de los hepatocitos inducida por las citoquinas, ni la activacién de los mi-
tégenos primarios, ni la elevacion de los factores de crecimiento HGF y
TGFa, ni la elevacion de la expresion de muchos genes tempranos inme-
diatos, descritas anteriormente. Después de la administracion del TCPO-
BOP, la cinética de la sintesis del DNA esta enormemente alterada con una
entrada acelerada en la fase S. La estimulacion primaria de la proliferacion
por mitégenos no implica la activacién de los factores de transcripcion
AP-1, STAT3, NFxB y C/EBPP y & por las citoquinas, ni la elevacion de
los factores TNFo. y HGF. El grupo de Columbano ha realizado diversos
trabajos en los que trataba ratones de doce meses de edad, con el hepa-
tomitégeno TCPOBOP y conseguia que la respuesta a la hepatectomia en
estos ratones viejos fuera similar a la de los ratones jovenes de tres sema-
nas de edad. La estimulacién de la sintesis del DNA se asocié con mayor
expresion de la ciclina A, ciclina B, E2F y p107. Los niveles de todos ellos
fueron comparables con los obtenidos en ratones jévenes. El hidrocarburo
halogenado TCPOBOP elevo también la expresion de FoxM 1B en un grado
similar en ambos grupos. Ellos concluyen que esto demuestra que los
hepatocitos de ratas viejas retienen su capacidad proliferativa [37].
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Regulacion de Foxmlb

Los datos obtenidos indican que la acumulaciéon de Foxml1b después
de la hepatectomia es solo parcialmente el resultado de la activacion trans-
cripcional y que la estabilizacién del mRNA puede ser un mecanismo
importante mediante el cual FoxMI1B se eleva [26]. Se desconoce si este
mecanismo de estabilizacion del mRNA es un fendmeno general o es es-
pecifico para el FoxM1B.

La GH se ha administrado a ancianos con resultados positivos, tales
como incremento de la densidad de la masa corporal asociada a disminu-
cion del tejido adiposo [39]. Paraddjicamente, muchos estudios en organis-
mos no humanos indican que niveles reducidos de GH e IGF1 se asocian
con incrementos en la longevidad [40]. El uso de GH en ancianos como
agente contra el envejecimiento estd muy debatido, en parte por la frecuen-
cia de efectos adversos, tales como la apariciéon de diabetes [39, 41], lo
cual puede ser debido a la utilizaciéon de tratamiento largos (26 semanas).
Es probable que tratamientos a corto plazo puedan ser eficaces para activar
la regeneracion que acompaia el trasplante hepdtico, terapia celular o ge-
nética o para la rdpida recuperacion después de enfermedad hepdtica, Otro
asunto de importancia potencial es la demostracién por Krupczak-Hollis
et al. [13] que la proliferacion hepatocelular se eleva también en higados
normales no regenerantes tratados con GH. Esta observacion nos lleva a
rechazar la terapia con GH a largo plazo, ya que inducir divisién celular
por encima de la necesaria puede llevar a la fijacion de mutaciones no
deseadas que pueden conducir al cdncer. Sin embargo, Columbano y Led-
da-Columbano apuntan que algunas hormonas, operando a través de recep-
tores nucleares, pueden disminuir el crecimiento neopldsico, a pesar de la
estimulacién de los hepatocitos normales [38].

Vias seializadas por GH que son iguales o diferentes
en modelos de hepatotoxicidad

La estimulacién de la sintesis de DNA por el GH en higados de ratas
jovenes y viejas que no han sido sometidas a intervencién quirdrgica,
alcanzan niveles similares a los observados después de la hepatectomia en
animales jovenes. Asi, la iniciacion por lesion hepatotdxica parece innece-
saria para la estimulacion de la proliferacion por GH (Figura 6).

Un objetivo inmediato del receptor GH es JAK2, con implicacién po-
tencial de IRS-1 (sustrato del receptor de la insulina) y STAT3. IRS-1 es
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también un objetivo directo de IGF-1 y de receptores de la insulina, y la
PI3K se regula posteriormente por IRS-1. Estas intervenciones comunes
entre las vias sefializadoras llevan a sugerir la necesidad de experimentacion
adicional para determinar si JAK2 y/o IRS-1 se requieren para la sefializa-
cién de la proliferacion por GH y/o elevacion de FoxM1B y cémo las res-
puestas a GH difieren de las de la IGF-1/insulina. Los estudios presentados
aqui son s6lo una seleccién de la cantidad de grupos de investigacion impli-
cados en la investigacion de la regulacion molecular del complejo proceso
de la regeneracion con el objeto de identificar una hormona reguladora.

Insulina

Niicleo %ET“)% d |" ciclina B, ciclina D

[ 1

Ficura 6. Seidializacion por la hormona del crecimiento, IGF-1 e insulina mediante sus
receptores compartiendo un objetivo comiin en IRS-1. La regulacion de la proteina FoxM1B
puede ocurrir directamente a través de IRS-1, a través de la quinasa PI3K o a través de vias
no conocidas (Mackey, Singh y Darlington, 2003) [18].

La depleciéon del FoxM1B humano se asocia con la acumulacién de
poblaciones celulares poliploides (tetraploidos y octoploides) y altera la
progresion del ciclo celular [42]. La progresion a través del ciclo celular
implica la expresion periddica de un grupo de genes especificos de cada
fase. FoxM1B se requiere para la entrada en mitosis y para la correcta se-
gregacion de los cromosomas. FoxM1B regula la expresion de una larga
lista de genes especificos en la transicion G2/M. La transactivacién de la
ciclina B mediada por FoxM1B es esencial para la entrada en mitosis. Los
resultados del grupo de Medema [35] muestran que FoxM1B afecta la fi-
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delidad de la segregacion cromosdmica. El dnico factor forkhead de ma-
miferos que exhibe expresion dependiente de la proliferacién es FoxM1B,
previamente conocido como HFH1/trident/Win. FoxM1B se eleva al prin-
cipio de la fase S y persiste hasta el final de la fase M. Ademas la letalidad
embrionaria observada en embriones carentes de FoxM1B se asocia con la
presencia de células poliploides en corazon e higado, lo que indica que
la funcién de FoxM1B es necesaria para la ejecucion de la mitosis [42].

\w

n
+ / Localizacion de
los quinetocoros
= ould
\'-.
cE_Hj Proteinas que controlan
w Inhibida por el < la unién del huso

punio de chequeo de
Degradacion unién del huso

Transcri pr:.iﬁ:/,

FiGura 7. El factor de transcripcion FoxM1 regula la transcripcion de los genes del ciclo
celular que son esenciales para la transicion G2/M, la segregacion cromosémica y la ci-
toquinesis. FoxM1 requiere la union de los complejos CDK2-ciclina E/A (G1/S) o CDKI-
ciclina B (G2/M) a una secuencia LXL (639-641) en su dominio de activacion transcripcio-
nal. Esto se requiere para la fosforilacion eficiente del sitio CDK en la treo 596, mediando
ast la union a la proteina coactivadora CBP. Se han identificado los genes objetivo de FoxM1
que regulan la progresion G2/M, la quinasa Polo (Plkl), CENP-F, la cdc25B fosfatasa,
Aurora B quinasa y genes ciclina B. Al iniciarse la fase G2, Plkl fosforila a la ciclina B. Eso
media su entrada en el niicleo y activa la fase M, promoviendo el complejo CDKI-ciclina B.
La actividad Aurora B quinasa es necesaria para la citoquinesis y la exacta segregacion
cromosomica, porque regula la localizacion de varias proteinas de los puntos de control de
ensamblaje del huso, incluyendo los quinetocoros centroméricos, un complejo proteico que
media la insercion de los microtubulos a los cromosomas, que son necesarios para la
segregacion. La menor localizacion del quinetocoro de las proteinas del punto de control
regulador BubR1 y Madl se ha encontrado en una fraccion significativa de células suprimidas
en FoxM1 o CENP-F (Costa, 2003) [29].
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Otro interesante estudio de Conboy et al. [43], considera que una de
las caracteristicas de las alteraciones de la edad se deben a cambios en las
células madres especificas de los tejidos. El declinar en la proliferacion de
las células progenitoras es consecuencia de la formacién de un complejo
que implica a C/EBPa y al factor remodelador de la cromatina Brm, que
inhibe la capacidad regenerativa del higado de animal viejo. Estos autores
han establecido un sistema de parejas parabidticas (que comparten el sis-
tema circulatorio), entre un ratén joven y otro viejo (parabiosis hetero-
crénica). De esta manera el ratén viejo se expone a factores presentes en
suero del animal joven. Con este tipo de experimentos se demostré que la
parabiosis heterocrénica restaurd la activacion de la sefializaciéon Notch y
ha demostrado que el declinar de la actividad proliferativa de las células
hepaticas puede ser modulada por factores sistémicos que cambian con la
edad. El declinar del potencial regenerativo tisular es una de las caracte-
risticas del envejecimiento y puede ser debido a los cambios en las células
madre de los tejidos. Ademads la parabiosis heterocrénica elevé la prolife-
racion de los hepatocitos a niveles similares a los del animal joven, lo que
demostré que el declinar de la capacidad proliferativa de las células del
raton viejo se debe al cambio en los factores sistémicos propio de la avan-
zada edad. El higado de ratones viejos sometidos a parabiosis con ratones
jovenes puede adquirir la capacidad de rejuvenecer las células madre re-
sidentes afiosas. En higado existen muchos tipos de células madre que
participan en la regeneracion y homeostasis, dependiendo de las condicio-
nes fisiologicas o patoldgicas [44].

El declinar de la capacidad de la proliferacion de los hepatocitos con la
edad es un hecho bien establecido [45, 46]. En los parabiontes antes men-
cionados se ha examinado la proliferacion por dos criterios independientes:
la incorporacién de BrdU o la expresion del marcador de proliferaciéon Ki67
en c€lulas Alb+. En parabiontes jovenes isocrénicos los niveles de prolife-
racion basal de los hepatocitos alcanzaron valores dos o tres veces mayores
que en controles no parabidticos, lo cual es consistente con publicaciones
previas sobre los efectos de la parabiosis sobre los hepatocitos [47-49].

También se observaron grupos de células proliferantes BrdU-positivas
que no eran hepatocitos en higados afiosos. La proliferaciéon de células al-
bimina-positivas en parabiontes isocrénicos viejos, fue menor que la ob-
servada en parabiontes isocronicos jovenes, lo que indica que existe una
disminucién relacionada con la edad en el ritmo basal de la proliferacién
de los hepatocitos en animales no parabidticos. Sin embargo, la parabiosis
con una pareja joven elevé de manera significativa la proliferacion de los
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hepatocitos en ratones viejos. Una reduccion de la proliferacion de las
células progenitoras se detecté en higados de ratones jovenes después del
emparejamiento parabidtico con ratones viejos. El declinar de la prolife-
racion de los hepatocitos relacionado con el envejecimiento se debe a la
formacion de un complejo especifico de la edad de reguladores del ciclo
celular con C/EBPa, que inhibe la expresion génica promovida por E2F.
Una de las proteinas detectadas en este complejo en higado de ratones
viejos, pero no en jovenes, es el factor remodelador de la cromatina Brm.
La concentracion del complejo C/EBPo-Brm se eleva en higado de roedo-
res viejos, lo que conduce a una menor proliferacion de los hepatocitos. El
complejo C/EBPo-Brm se detectd en extractos hepaticos de parabiontes
isocrénicos viejos, pero no en parabiontes isocrénicos jovenes, de manera
similar a previos estudios en roedores no parabiontes. La formacién del
complejo C/EBPa-Brm disminuyé en extractos hepaticos de parabiontes
heterocronicos viejos. Asi, el determinante molecular habia revertido al
fenotipo «joven», consistente con actividad proliferativa intensificada de
los hepatocitos en estos ratones. El complejo estuvo presente a elevados
niveles en parabiontes heterocrénicos jovenes comparados con el control
joven, también consistente con la modesta inhibicién de la proliferacion de
los hepatocitos en parabiontes heterocrénicos jovenes. Estos datos mues-
tran que el ambiente sistémico joven restaura el perfil joven de sefaliza-
cién celular a las células progenitoras anosas en el higado y también au-
menta su proliferacion.

Los experimentos de Conboy et al. [43] sugieren que existen factores
sistémicos que pueden modular las vias sefalizadoras criticas para la ac-
tivacion de células progenitoras especificas del tejido y que el ambiente
sistémico de un animal joven es el que promueve el éxito de la regenera-
cién, mientras que el del animal viejo fracasa en la promocién o inhibe
activamente la regeneracion tisular. Ha de ser de gran interés identificar
factores que tienen tal influencia critica en las células madre especificas
del tejido. Los estudios de estos autores demuestran que el declinar del
potencial regenerativo de un tejido con la edad puede ser revertido me-
diante la modulacién de factores sistémicos, sugiriéndose que las células
madre y las progenitoras especificas del tejido retienen mucho de su po-
tencial proliferativo intrinseco, incluso en la vejez, pero que los cambios
relacionados con el envejecimiento en el ambiente sistémico y en el nicho
en el cual estas células madre residen impide la activacion de estas células
para la regeneracion productiva del tejido.
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ABREVIATURAS

AST, aspartato aminotransferasa; BrdU, bromo desoxluridina; Brm,

factor remodelador de la cromatina; CBP, proteina de unién a CREB;
CDK, quinasa dependiente de ciclina; CDKI, inhibidores de las CDK;
CENP, proteina F asociada al centrémero; C/EBP, proteina intensificadora
de la unién a CCAAT; FMO, flavin monooxigenasa; FoxM1, Forkhead
box, factor de transcripcién; GH, hormona del crecimiento; GSH, glutation
reducido; GSSG, glutation oxidado; IGF-I, factor insulinico; IL-6, in-
terleuquina 6; IRS, sustrato del receptor de la insulina; MAPK, quinasa
inducida por mitégenos; NO, 6xido nitrico; Plk1, polo like quinasa; TNF,
factor de necrosis tumoral.
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