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RESUMEN

La inflamacion cronica del higado puede conllevar a una cirrosis hepatica. Esta condicion
limita la capacidad regenerativa del higado. En estos casos, el tratamiento habitual es el
trasplante de higado. Sin embargo se ha demostado que el trasplante de células madre
mesenquimales (MSC) de tejido adiposo (AT) y la movilizacion de células madre
hematopoyéticas (HSC) mediante el uso de factor de estimulacion de colonias de
granulocitos (G-CSF) reparan el dafio hepatico en modelos de cirrosis. Nosotros
proponemos inducir la movilizacion de células madre hematopoyéticas endogenas (HSC)
con factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y / o administracion
intravenosa de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (MSC) para
disminuir la fibrosis hepéatica en una modelo experimental.

Encontramos que al administrar los tratamientos de forma independiente MSC y G-CSF
los niveles de alanino amino transferasa (ALT) disminuyeron y en el caso de la aspartato
aminotransferasa (AST) en los tres grupos tratados. El factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF) y la interleucina- 10 (IL-10) se encontraron incrementados en el grupo
tratado con MSC seguido por el grupo G-CSF + MSC y G-CSF. El factor transformante
beta (TGF-B) se encontrd dismuido en el grupo MSC. La interleucina 1 beta (IL-1B) y el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) se encontraron disminuidos en todos los grupos
tratados. El andlisis histologico mostrd una disminucion de la fibrosis en todos los grupos
tratados. Sin embargo, al analizar la expresion en tejido del antigeno de proliferacion
celular (PCNA) se observd un incremento en el grupo tratado con MSC seguido por el
grupo G-CSF y por tltimo el tratado con G-CSF + MSC. El factor derivado de estroma 1
(SDF-1) se encontré disminuido en los grupos tratados con terapia independiente MSC y
G-CSF. Al evaluar el reclutamiento de las MSC marcadas con proteina verde
fluorescente (GFP) 3 dias post-trasplante de MSC, se observaron en el tejido hepatico. A
los 2 meses de seguimiento post-trasplante rastreamos el cromosoma Y mediante
hibridacion in situ (FISH) y se encontrd presencia de las células en el tejido hepatico en
mayor presencia en el grupo MSC seguido por el grupo G-CSF + MSC. Con nuestros
resultados concluimos que el tratamiento con MSC mostré un mayor potencial de
disminuir enzimas hepaticas, citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, TNF-a), TGF-p, fibrosis

e incremento el HGF, IL-10 y expresion de PCNA; seguido por el tratamiento con G-CSF
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y por ultimo G-CSF + MSC.
ABSTRACT

Chronic inflammation of the liver may lead to hepatic cirrhosis. This condition limits the
regenerative capacity of the organ. In these cases, the usual treatment is liver transplant,
however, transplant of mesenchymal stem cells (MSCs) obtained from adipose tissue
(AT) and mobilization of hematopoietic stem cells (HSCs) has been shown to repair liver
damage in cirrhosis models. We propose induce endogenous hematopoietic stem cells
(HSCs) with granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) and/or intravenous
administration of adipose tissue-derived mesenchymal stem cells (MSCs) to decrease
hepatic fibrosis in an experimental model. We found that treatment only with MSC and
G-CSF significantly improved the levels of alanine amine transferase (ALT) and that
treatment with G-CSF, MSC and G-CSF + MSC decreased aspartate amine transferase
levels. The hepatocyte growth factor (HGF) and the interleukin 10 (IL-10) were increased
with MSC treatment, followed by G-CSF + MSC and G-CSF. The transforming growth
factor beta (TGF-B) was found decreases in the group treated with MSC. The interleukin
1beta (IL-1PB) and tumor necrosis factor alpha (TNFa) were decreased in all the treated
groups. Hystological analysis showed showed reduced fibrosis in all the treated groups.
However, the expression analysis of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) was
increased in the MSC treatment followed by G-CSF and G-CSF + MSC. The stromal cell
derived factor 1 (SDF-1) was found decreased in the groups treated with only MSC and
G-CSF. When evaluating the recruitment of MSCs labeled with green fluorescent
proprotein (GFP) 3 days post-trasplant of MSC, they were observed in hepatic tissue. At
the 2 month post-trasplant follow up, we screened the Y chromosome by In situ
hybridization (FISH) and we found the presence of cell in the liver tissue in greater
presence in the MSC group followed by the G-CSF + MSC group. Our results we
conclude that MSC treatment showed a greater potential to decreases hepatic enzymes,
pro-inflammatory cytokines (IL-1p, TNF-a), TGF-B, fibrosis and increased HGF, 1L-10
and PCNA expression. Followed by treatment with G-CSF and finally G-CSF + MSC.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

La enfermedad cronica del higado ocupa el quinto lugar como causa de muerte en nuestro
pais. Las enfermedades hepaticas son causadas principalmente por consumo excesivo de
alcohol, infecciones por virus de hepatitis B y C, esteatohepatitis no alcohdlica,
desordenes de tipo autoinmune, quimicos o tdxicos (Garcia, 2001, Mufioz et al 1999,
Méndez et al. 2005). Los virus de hepatitis producen un estado inflamatorio de tipo
agudo, si este persiste se produce la fibrosis hepatica que es reversible, caracterizada por
acumulacion de proteinas de la matriz extracelular especialmente coldgeno tipo I y 111, asi
como de proteoglucanos, fibronectina y laminina, como consecuencia, ocurre la
activacion de las células estelares las cuales son reguladas por citocinas, quimiocinas,
factores de crecimiento y productos de estrés oxidativo, sin embargo si no es resuelto, el
siguiente estado es la cirrosis, proceso con menores posibilidades de ser reversible, en
donde hay diseminacion de la fibrosis y formacion de nédulos de regeneracion, una de las
consecuencias es el carcinoma hepatocelular siendo la Unica alternativa de tratamiento el
trasplante hepético (Friedman, 2003, Kershenobich y Weissbrod, 2003). La cirrosis
hepética por virus C es la indicacién mas frecuente para realizar el trasplante hepéatico
ortotdpico en adultos, en nifios es la cirrosis hepatica secundaria a atresia de vias biliares.
(Cura, 2007). El objetivo fundamental del trasplante hepatico es prolongar y mejorar la
calidad de vida de los pacientes con enfermedades hepéticas agudas y cronicas
irreversibles. El trasplante hepatico constituye el tratamiento de eleccion en una gran
cantidad de enfermedades terminales. Existe una gran desigualdad entre el elevado
nimero de candidatos potenciales a ser trasplantados y la relativamente escasa cantidad
de donadores de 6rganos, con esta desproporcion asi como el alto costo, dificultan su
aplicacion en los pacientes con enfermedad hepética con mal prondstico (Escobedo,
2007).

En un estudio realizado en el afio 2005, se describe un andlisis de estimacion de la
tendencia en la prevalencia de las enfermedades hepaticas del 2005 al 2050 en México.
En este estudio se utilizaron los datos nacionales de mortalidad reportados en el 2002 por
la Secretaria de Salud. La mortalidad-causa fue calculada por edad (> a 25 afos) y

clasificada por sexo de acuerdo al Consejo Nacional de Poblacion. Las causas de muerte
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relacionadas a las enfermedades hepaticas fueron colectadas de acuerdo con la
Clasificacion Internacional de las Enfermedades en su décima revision. Incluyéndose
enfermedad hepéatica no alcohdlica y cirrosis, enfermedad hepatica por alcohol,
hepatocarcinoma, hepatitis B y C aguda y cronica. El andlisis de la tendencia muestra que
la causa de prevalencia mas importante de enfermedad hepatica en el hombre sera la
enfermedad hepética por alcohol (866848 casos) y en la mujer serd la cirrosis no
alcohdlica (291159 casos) (Méndez et al. 2005).

La posibilidad de aplicar estrategias similares a las que de forma natural usa el organismo
para la renovacion de las células en un tejido dafado es la idea central que subyace detras
del concepto de terapia celular (Bonora et al. 2008). La terapia celular esta condicionada
por la accesibilidad de los tipos celulares apropiados para este fin. La capacidad de las
células madre de multiplicarse, diferenciarse a diversos tipos celulares especificos, en
funcion del entorno y estimulos que reciban, nos hace creer que son un recurso
potencialmente inagotable de células utilizables para trasplante celular (Bonora et al.
2008). En los altimos afios, el trasplante de células madre ha brindado una nueva opcién
terapéutica de tratamiento en diferentes modalidades de terapia celular. Las células madre
mesenquimales de tejido adiposo ciertamente se sabe que expresan marcadores de
superficie como CD90*, CD105*, CD73"y CD45" éstas células poseen la capacidad de
diferenciarse a linajes osteogénicos, adipogénicos, miogénicos y condriogénicos (Kern et
al. 2006). Recientemente se ha publicado que el tejido adiposo posee altos niveles de
CXCR4 y se sabe que este receptor juega un papel muy importante en el rol de
migracion celular (Haddad et al. 2013) el ligando de este receptor de quimiocinas
CXCR4 es el factor derivado del estroma (SDF-1) el cual puede también estar
involucrado en la anidacion de células hacia el higado. Se ha demostrado aumento de la
expresion hepatica de SDF-1 en dafio hepatico: incluyendo hepatitis C (Kollet et al. 2003,
Shimoda et al. 1998, Terada et al. 2003); cirrosis biliar primaria; hepatitis autoinmune; y
toxicidad por paracetamol (Terada et al. 2003), hepatitis alcoholica. SDF-1 es necesaria
para la acumulacion de celulas ovales, Gilchrist et al. También sefialan que al recibir el
higado una lesién hepatica crénica, la capacidad proliferativa de los hepatocitos se

deteriora, de ésta manera el higado requiere otro mecanismo para regenerar y recuperar



su funcion. En los roedores las células ovales son activadas y asumen la reparacién del
dafo hepatico diferencidndose a células maduras (Itoh y Miyajima et al. 2014).

Existen evidencias de que las células madre hematopoyéticas pueden contribuir a la
regeneracion hepatica durante la falla hepatica aguda (Bonora et al. 2008). Los
mecanismos de regeneracion hepatica después del dafio agudo al higado son bien
entendidos, la division mitdtica de los hepatocitos regeneran con prontitud la masa
hepética y su funcion (Michalopoulos y DeFrances 1997). Cuando estos mecanismos son
bloqueados o inadecuados las HSC provenientes de médula Osea participan en la
recuperacion (Petersen et al. 1999). Las HSC son caracterizadas por poseer un marcador
de superficie denominado CD34* (Simmons et al. 1991). Han reportado que los niveles
de HSC CD34" incrementan en circulacion periférica después de una reseccion hepatica
(De Silvestro et al. 2003) . Ciertamente se cree que estos mecanismos pueden contribuir a
la recuperacion hepatica sin embargo, en algunas circunstancias estos mecanismos son
insuficientes para recobrar las funciones de un dafio hepético severo (Mark et al. 2010).
Mediante la movilizacién farmacoldgica de HSC con el G-CSF resulta un incremento en
circulacion periférica de un alto nimero de células madre CD34" las cuales migran hacia
donde se encuentre en el dafio (Dar et al. 2006). Los protocolos de movilizacién de HSC
han sido desarrollados y optimizados en el trasplante autélogo de médula dsea, pero
todavia no son considerados como tratamiento para el dafio hepatico, donde pueden ser
de beneficio (Mark et al. 2010). Es por eso que en el presente trabajo se pretende hacer
una evaluacion de la repoblacién de las MSC de tejido adiposo asi mismo comparar con
otro tipo de terapia celular que es la movilizacién de HSC y evaluar su efecto sinérgico 6
aditivo en la recuperacion del dafio hepatico avanzado inducido por CCls y brindarle una
opcion terapéutica accesible en cuanto costo, menos invasiva y mejora en su calidad de

vida y salud.



CAPITULO 11
ANTECEDENTES

2.1. El Higado generalidades, estructura y funcion.

El higado es el rgano més grande del organismo, con peso que oscila entre 1y 1.5 kg,
por lo que representa de 1.5 a 2.5 % de la masa corporal magra, el cual esta dividido en
cuatro lobulos. El higado se divide en cuatro I6bulos el derecho e izquierdo los cuales
estan separados por el ligamento falciforme. Estos lébulos son suministrados por las
ramas derecha e izquierdas de la arteria hepatica y la vena porta. La bilis se drena desde
el higado por los conductos hepaticos izquierdos y derecho. El l16bulo derecho se divide
en dos lébulos pequefios: el cuadrado y el caudado (Muriel et al. 2007).

El higado se localiza en el cuadrante superior derecho del abdomen, por debajo de la caja
costal derecha y apoyado sobre el diafragma, proyectdndose de forma variable en el
cuadrante superior izquierdo. Es mantenido en posicion por las fijaciones ligamentarias a
diafragma, peritoneo, grandes vasos y Organos gastrointestinales superiores. Recibe un
doble aporte sanguineo: alrededor de 20% del flujo sanguineo es sangre rica en oxigeno
procedente de la arteria hepéatica y 80% es sangre rica en nutrimentos que proviene de la
vena porta que se origina en estomago, intestino, pancreas y bazo (Kasper et al. 2005).
Gran parte de las células del higado son hepatocitos, que constituyen dos tercios de la
masa hepatica. El resto de la celularidad esta compuesta por células de Kuppfer
(miembros del sistema reticulo entdotelial), células estrelladas, células endoteliales y
vasos sanguineos, células de conductillos biliares y estructuras de soporte (Kasper et al.
2005). La unidad estructural y funcional del parénquima hepatico es el acino, el cual esta
construido alrededor del tracto portal y la vena central. Esta formado por seis grupos de
tractos portales, cada uno con una vénula portal, una arteriola hepética y un ducto biliar,
ubicados alrededor de la vena central. La sangre fluye desde las vénulas portales y las
arteriolas hepaticas, en el tracto portal, a través de los sinusoides que rodean las placas de
hepatocitos, hasta la vena central. Desde el punto de vista celular, el higado esta

compuesto fundamentalmente por células epiteliales, entre las cuales los hepatocitos



constituyen la fraccion mas abundante, y una fraccion menor, que corresponde a las
células que forman los ductos y ductulos biliares. Los hepatocitos estan organizados en
placas del espesor de una sola célula, y de 0.3-0.5 mm de longitud, conteniendo hasta 20
celulas. Las placas estdn rodeadas a ambos lados por endotelio sinusoidal. Los
hepatocitos muestran marcadas diferencias morfologicas, bioquimicas y funcionales,
segun su localizacion en las placas. Son mas pequefios cerca del tracto portal, y van
aumentando en su tamarfio, cuanto méas cerca estan de la vena central. También hay
variaciones en los patrones de expresion de genes dentro del acino, como asi también en
la ploidia y el potencial de crecimiento. Los hepatocitos y las células epiteliales del ducto
biliar tienen un origen embriolégico comun, a partir de una célula fundadora: el
hepatoblasto, que a su vez deriva de células endodérmicas multipotenciales encontradas
en el diverticulo hepéatico, que aparece como un engrosamiento del intestino anterior
adyacente al corazén en desarrollo y proyectandose en el septo transverso (Lorenti 2001).
El desarrollo del higado a partir del diverticulo depende de interacciones entre las células
endodérmicas y el mesodermo que las rodea. Esta interaccion es indispensable para la
formacion del higado. Los hepatoblastos (bipotenciales) migran a través del septo
transverso, y comienzan a diferenciarse, regulados por las sefiales que reciben del
mesénquima portal: los hepatoblastos que no estan en contacto con el mesénquima
diferencian en hepatocitos, y en el caso de las células que estan en contacto con el
mesénquima del tracto portal, diferencian en células ductales biliares (Grisham et al.
1997).

Los hepatocitos cercanos al tracto portal son diploides y muestran el mayor potencial de
crecimiento. En la zona intermedia, entre el tracto portal y la vena central, son
tetraploides y con capacidad de crecimiento intermedia. Cerca de la vena central son
tetraploides u octaploides, y su capacidad de crecimiento es mucho menor. Un modelo de
explicacion para este tipo de patron celular, tiene que ver con la maduracion celular, en la
cual las células progenitoras estan localizadas en, o estan muy cercanas a los ductulos
biliares o canales de Hering, también conocidos como colangiolos, y van sufriendo un
proceso de diferenciacion terminal unidireccional que termina en la vena central (Fausto,

1994), en la Figura 2 se muestra la estructura celular del higado.



ili Arteria hepati
[Veapona | Dot || neiopiis |
L

ﬁ Canales de Herring |
r &

‘ Canahculosb:hares ” Sinusoides }

" 3"—‘__—_—"—— r

p—

—— = —
y)

e

P

Células endoteliales Células de | Células estelares I Hepatocitos
sinusoidales Kupffer

Figura 1. Estructua celular del higado. En el higado, la sangre fluye de los vasos sanguineos portales a
través de los sinusoides a las venas eferentes centrales. Sinusoides son capilares especificos del higado con
células endoteliales, células estrelladas y células sanguineas como macréfagos residentes del higado. Los
hepatocitos son células epiteliales altamente polarizadas formando cordones y las placas de hepatocitos
(tomada Tanaka et al., 2011).

Las funciones mas importantes del higado consisten en proveer de combustible
metabolico a diversos tejidos durante los periodos de ayuno, esto es, proporcionar
glucosa, aminoacidos y cuerpos cetonicos; remover de la sangre productos de deshecho
originados en otros tejidos para convertirlos en otros combustibles metabolicos o en
compuestos de excrecion urinaria o fecal; sintetizar componentes estructurales para otros
tejidos y destoxificar biolégicamente compuestos activos como farmacos, hormonas,
venenos. EI metabolismo de la glucosa y los lipidos por parte del higado es un proceso de
importancia capital en la regulacion de los sustratos energéticos en el cuerpo humano. Es
necesaria una funcién hepatica suficiente para permitir un adecuado transito por las tres
situaciones metabdlicas que se viven. El higado no sélo cubre sus requerimientos
energeéticos en estos tres estados sino que, ademas, provee el resto de los tejidos de los
sustratos requeridos (Méndez y Uribe 2003).

El higado desempefia una funcion central en el metabolismo de las proteinas del
organismo humano, en forma tan importante como lo hace con el metabolismo de los
lipidos. Su participacién se reconoce en muchas fases del metabolismo y se aprecia con
mayor facilidad cuando el higado se extrae con fines experimentales o en situaciones en



las que sus funciones se comprometen de manera seria por enfermedades agudas o
cronicas (Méndez y Uribe 2003).

2.2. Regeneracion hepatica

El higado tiene la capacidad de regenerarse tras una agresion o reseccion. Cualquiera de
las técnicas de trasplante hepéatico de tamafio reducido también lleva asociada una
regeneracion post-trasplante del injerto. La capacidad de regeneracion del higado cuando
sufre una lesion o una reseccion quirdrgica no deja de sorprender ya que éste es un
organo quiescente, en términos de proliferacion celular, en el cual solamente menos del
0.01% de los hepatocitos se estan dividiendo en un momento determinado (Koniaris et al.
2003).

El higado dafiado expresa citocinas y quimioatractantes como el SDF-1, éstos factores
pueden facilitar la anidacion de células progenitoras extrahepaticas (Hatch et al. 2002 y
Thiese et al. 2003). Es posible que la gran capacidad de regeneracion que el higado posee
este de alguna manera relacionada con la presencia de los nichos de células madre y/o
progenitoras (ovales), ya que se ha visto en necrosis hepatica masiva que las células
epiteliales que contienen doble expresion de conductos biliares asi como marcadores de
hepatocitos fetales, pueden corresponder a células madre facultativas (Shafritz et al.
2002 y Roskams et al. 2003). EI nombre, células ovales, surge de observaciones hechas
en trabajos en roedores, en los que se visualizaron como células de forma oval,
conteniendo un nucleo ovalado, y una alta relacion ndcleo-citoplasma. EI concepto de
células ovales comenzo a ganar importancia a partir de estudios de carcinogénesis. Ratas
expuestas a un amplio rango de carcin6genos muestran un patron marcadamente
uniforme de cambios, que terminan en el desarrollo de un carcinoma hepatocelular:
necrosis diseminada e inflamacion, seguidas por la proliferacion de hepatocitos.
Concomitantemente, comienza, en la zona del tracto portal, la proliferacion de células
pequefias, de citoplasma escaso, nucleo ovoide: las células ovales. El anélisis del
desarrollo del higado y los estudios de poblaciones celulares durante la carcinogénesis,
proveyeron los elementos para localizar estas células progenitoras en los canales de
Hering en el higado adulto normal (Theisse et al. 1999). Las células ovales se originan en

esta region, e invaden el parenquima completo. A medida que ellas proliferan aparecen



pequefios nucleos de hepatocitos pequefios, altamente basofilos entre ellas. Las células
ovales van desapareciendo en la medida que el parénquima es gradualmente reconstruido
(Lorenti et al. 2001). Las células ovales en proliferacion comprenden un grupo
heterogéneo de poblaciones, por lo cual se lo ha llamado “compartimiento de células
ovales” (Fausto et al. 1994). Este compartimiento, ademas de las células ovales, contiene
células en transicién, que fueron identificadas por caracteristicas morfologicas, como
intermedias entre células ovales y hepatocitos, como también células con caracteristicas
de ductales biliares, y una variedad de células mesenquimales. Algunas células ovales
expresan marcadores antigenicos caracteristicos de células progenitoras, asi como otros
tipicos de los hepatocitos y del epitelio biliar adulto. Especificamente las células ovales
expresan algunos marcadores de las células epiteliales del higado fetal, incluyendo
citoqueratinas 7 y 19, alfafetoproteina, débilmente albumina, y OV-6. Usando estos
anticuerpos (OC2 y OC3), se han identificado, en higados normales, poblaciones de
células antigénicamente relacionadas a células ovales. Estos antigenos, asi como otros
determinantes antigenicos de superficie, son compartidos entre las células ovales y las
células progenitoras hemopoyéticas, incluyendo c-kit, CD34 y Thy-1 en roedores, y c-kit
y CD34 en humanos (Baumann et al. 1999; Lemmer et al. 1998; Omori et al. 1997;
Petersen et al. 1997)

Mas aun, se han identificado células ovales en hepatoblastoma, carcinoma hepatocelular
e higado cirrético humanos, mediante marcadores originalmente demostrados en células
ovales de rata, incluyendo OV-6. Usando técnicas de doble marcacién, se demostrd que
algunas de estas células co-expresaban marcadores fenotipicos hepatocitarios o biliares
(Baumann et al. 1999; Crosby et al. 1998).

Las células estelares juegan un papel importante en la remodelacion del tejido hepatico
en hepatopatias (Burra et al. 2004), la inflamacién, las infecciones y otros procesos
pueden dafiar el estroma hepético y en respuesta a éste proceso las células capaces de
producir componentes de matriz extracelular son reclutadas. El estroma se regenera
después de hepatectomia parcial, en asociacion con células parenquimatosas y activacion
de las células progenitoras durante el dafio hepatico. Durante la remodelacién hepatica

hay liberacion de citocinas de las células estelares; las células de Kupffer y las células



endoteliales regulan la diferenciacion de las células ovales en hepatocitos (Burra et al.
2004).

Una lesion hepética o una reseccion quirdrgica resulta en una proliferacion masiva de los
hepatocitos supervivientes y cesa cuando la masa del higado llega a representar una
fraccion determinada del peso del individuo, que varia con la edad y con la especie
(Koniaris et al. 2003), por ejemplo si se extrae el 40% del 6rgano, el donante recupera la
masa perdida a los seis meses. Aunque los hepatocitos son los primeros en proliferar
todos los tipos celulares hepéticos se dividen, desde las células epiteliales biliares, las
células endoteliales, hasta las células de Kupffer (Michalopoulos y DeFrances, 1997). La
cinética de proliferacion celular difiere entre especies. Inmediatamente después del
estimulo regenerativo, los hepatocitos salen del estado Go para entrar en la fase Gy,
dividen su DNA en la fase S y entran en mitosis (fase M), llegando al pico de
regeneracion a las 24 horas en el caso de las ratas y existe un segundo pico menor entre
las 36 y las 48 horas. Los demas tipos celulares del higado entran en division 24 horas
después de los hepatocitos (Koniaris et al. 2003; Michalopoulos y DeFrances, 1997;
Taub, 2004).

Se sabe que existen dos mecanismos de regeneracion hepatica (Kholodenko et al. 2017)
uno de ellos es la hiperplasia compensatoria de los hepatocitos y otro es la regeneracion
mediada por células madre / progenitoras. Eventos celulares y moleculares que tienen
lugar durante la hiperplasia compensatoria estan relativamente bien caracterizados, segun
el autor Nelson Fausto se puede dividir en dos etapas: 1) Iniciacién: la salida del
hepatocito de la fase quiescente para entrar en el ciclo celular, 2) Progresion: a través del
punto de restriccion en la fase G1 del ciclo. Este autor propone que estas etapas tienen un
control independiente, en la iniciacion intervendrian las citocinas como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina- 1 (IL-1), la interleucina 6 (IL-6) y en la
progresion los factores de crecimiento, el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y el
factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) (Fausto, 2002). Las células no
parenquimatosas del higado tienen una funcién importante como fuente de factores de
crecimiento e interleucinas que promueven e inhiben la proliferacion de los hepatocitos;
aunque se desconoce el papel individual de cada poblacion. Las células no
parenquimatosas que forman parte de la arquitectura del higado tienen un papel



importante en la liberacion de todas estas moléculas. Las células de Kupffer son
responsables tanto de la produccion y liberacion de las citocinas proliferativas TNF-o. e
IL-6, como de las anti-proliferativas IL-1 y TGF-B. Las células endoteliales de los
sinusoides, aunque no son la fuente mayoritaria de citocinas, son capaces de generar
TGF-B, HGF e IL-6. Las células estrelladas hepéticas sintetizan y liberan HGF y TGF-3
(Malik et al. 2002; Taub, 2004).

Mientras que la regeneracion alternativa mediada por células madre no ha sido
completamente revelado ain (Verhulst et al. 2015, Prockop et al. 1997, Petersen et al.
1999, Williamson et al. 2000). Sin embargo, se piensa que las células progenitoras del
higado acttan en el proceso de regeneracion después de una necrosis masiva del tejido
hepéatico causado por una agresién toxica u otras razones, cuando la capacidad de
proliferacion de los hepatocitos esta limitada. Estas células progenitoras residen en los
conductos y canales de Hering, y se consideran un material atractivo de partida para la
terapia celular de las enfermedades hepaticas (Cantz et al. 2008, Grompe, 2014, Lu et al.
2015).

El agotamiento de los compartimentos de las células ovales en el higado conlleva al
desarrollo de insuficiencia hepatica en las hepatopatias cronicas. Los nichos de células
ovales en los canales de Hering son las células progenitoras hepaticas (Clouston et al.
2009).

Durante el proceso de hepatectomia no existe un dafio remanente en el tejido, lo que se
considera un modelo limpio para estudiar los mecanismos de regeneracion. Sin embargo,
éste modelo no recapitula situaciones patologicas en enfermedades hepaticas humanas, en
las que cuales se envuelve la muerte de hepatocitos y la induccidon concomitante de
respuesta inflamatoria y fibrogénica por ejemplo en diviersas condiciones patoldgicas
como la infeccion cronica de hepatitis, enfermedad hepética alcohodlica, esteatosis
hepatica no alcohdlica. Ante estes situaciones se ha encontrado que poblaciones de
células epiteliales inmaduras unicas con potencial de diferenciacion bilineal surgen y se
expanden, este fendmeno se refiere a la reaccion ductular (Fausto, 2004; Roskams et al.,
2003; Roskams et al., 2004; Turanyi et al., 2010). Estas poblaciones de células

progrenitoras a menudo se denominan ‘“células progrenitoras hepaticas” o “células
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hepatobiliares intermedias” en seres humanos. El grado de expansién y la reaccion
dustular se sabe se correlaciona con la gravedad del higado (Lowes et al., 1999). Lo que
implica su papel relevante en la patogénesis hepatica y regeneracion (Itho et al. 2014).

Algunos investigadores consideran Algunos investigadores consideran tales poblaciones
de células progenitoras bipotenciales activadas por enfermedad como "células madre
hepaticas”. La expresion "células madre hepaticas facultativas” parece ser mas precisa,
porque estas células pueden identificarse solo bajo una condicién limitada en un hombre
transitorio (Alison et al., 1996). Por otro lado, algunos también usan la terminologia
"células madre del higado™ para denotar la célula de origen en el higado normal para
aquellos progenitores activados por enfermedad en el higado lesionado. Como se
discutird a continuacién, la ori-gin de células progenitoras activadas bajo condiciones de
enfermedad aln permanece oscura, y no esta claro donde y cémo las células madre
hepaticas residentes para la renovacion normal del tejido, las células madre hepéticas
facultativas en el higado lesionado, la célula de origen para estas células, asi como las
celulas madre potencialmente definidas definidas in vitro son las mismas o diferentes.
Ademas, también se pueden usar otros criterios, en algunos casos, para evaluar y
describir las células madre del lapulo, como la capacidad de repoblar el higado al

trasplante o la retencién de la etiqueta a largo plazo (Itho et al. 2014).

2.3. Fisiopatologia del higado

El higado normal contiene un componente epitelial que corresponde a la parte mas
abundante, los hepatocitos, una capa de células endoteliales que revisten a los sinusoides,
macrofagos tisulares que en el higado son conocidos como células de Kupffer y células
perinsinusoidales que a través del tiempo han recibido diferentes denominaciones, como
lipocitos, células estrelladas, células de Ito, células almacenadoras de lipidos o células
almacenadoras de vitamina A. Los lipocitos conforman alrededor del 5 al 8% de todas las
celulas del higado, en condiciones normales almacenan vitamina A y durante el
desarrollo de la fibrosis hepatica son un elemento clave. Al ser activadas sufren un
proceso de metaplasia, 1o que las convierte en células parecidas a los miofibrolastos. En
condiciones normales, la matriz extracelular da soporte y permite el trasporte de

sustancias, pero cuando hay dafio hepatico se altera la composicion de esta matriz. Desde
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el punto de vista clinico, disminuye la sintesis de albumina, la desintoxicacién de

farmacos y la produccion de factores de coagulacion. Se han identificado diferentes fases

en la activacion de los lipocitos o células estrelladas (Méndez et al. 2007):

Etapa preinflamatoria o de reposo: consiste en cambios en la expresion genética y
fenotipica que hacen a las células sensibles a citocinas y otros estimulos locales.
Etapa de perpetuacion: es la estimulacién autocrina y paracrina que llevan a cabo
las células del endotelio sinusoidal, células de Kupffer, hepatocitos, plaquetas y
leucocitos. Hay remodelacion réapida de la matriz extracelular y amplificacion del
fenotipo activado mediante la expresion de factor de crecimiento.

Resolucion de la activacion de las células estrelladas: las células estrelladas se
ocupan de la sintesis y depodsito de colagena; diferentes células o factores
liberados las sensibilizan y activan intensamente. Dentro de las células que causan
cirrosis hepatica y se describen acontinuacion (Méndez et al. 2007):

Las células endoteliales, que intervienen mediante la produccion de fibronectina y
conversion del TGF- B en su forma activa.

Las células de Kupffer, que estimulan la sintesis de la matriz extracelular, la
proliferacion celular y liberacion de retinoides de las células estrelladas, secretan
metaloproteinasa 9 (MMP-9), la cual activa el TGF- B al aumentar la sintesis de
colagena, generan radicales libres de oxigeno que aumentan la activacion de las
células estrelladas y producen oéxido nitrico, que sirve para balancear la
produccidn de los radicales libres de oxigeno.

Los neutrdfilos son una fuente importante de radicales libres de oxigeno, y éstos
ejercen un efecto directo estimulante sobre la sintesis de colagena.

Los linfocitos T CD4 (colaboradores) producen IL-4, IL-5, IL-6, e IL-13, que

favorecen la fibrogénesis.

El estrés oxidativo es un estimulo para la fibrosis. En pacientes con dafio hepéatico por

alcohol, la saturacion de la via de la enzima deshidrogenasa de alcohol induce a las

enzimas citocromo P-450 (CYP2E1l o CYP4A), lo cual produce radicales libres de

oxigeno. La infiltracién por leucocitos es un punto clave de la fibrosis hepatica. El riesgo

de fibrosis se relaciona en proporcion directa con la extension de la inflamacién y con el
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aumento de las transaminasas. Por otro lado, el TNF o ocasiona fibrosis mediante la
estimulacion paracrina de las células estrelladas (Méndez et al. 2007).

El receptor activado de proliferacion de peroxisomas (PPAR-a) induce CYP4A, lo cual
favorece el estrés oxidativo. La pérdida de PPAR-a ocasiona oxidacion de acidos grasos
y esteatohepatitis en modelos experimentales. La activacion de las células estrelladas se
asocia con regulacion a la baja de PPAR-y, pero no de PPAR-a. Algunos plantean que los
ligandos del PPAR-y (tiazolidinedionas como rosiglitazona o tioglitazona) podrian
ocasionar beneficios al evitar la activacion de las células estrelladas. También se sabe que
la leptina induce fibrosis hepatica en pacientes con esteatosis. Vale la pena hacer notar
que las concentraciones de leptina son directamente proporcionales a la masa adiposa y
que las células estrelladas producen leptina. Se considera que el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF) es el estimulo méas potente para la proliferacion de las
células estrelladas. Tanto el PDGF como su receptor se regulan en forma positiva después
de un dafo hepatico.

La metaloproteinasa 1 de la matriz es una proteasa que degrada la colagena tipo I, la
principal colagena en el higado con fibrosis. Las células estrelladas producen inhibidores
de las metaloproteinasas (TIMP-1y TIMP-2) y, por lo tanto, determinan un aumento de
la fibrosis y cirrosis. La falta de degradacion de la matriz cicatrizal contribuye a la
progresion de la cirrosis. Durante la recuperacion del dafio hepatico agudo, la cantidad de
células estrelladas disminuye porque algunas se desactivan o sufren apoptosis. Por
consiguiente, la aparicion de cirrosis no tiene que estar relacionada con la necrosis de los

hepatocitos o la presencia de virus hepatotropos (Méndez et al. 2007).

2.3.1. Citocinas y cirrosis hepatica

El proceso patogénico central de la cirrosis es la fibrosis progresiva. Se ha descrito que el
depdsito de tejido conectivo es una respuesta cicatrizal anormal a la lesion hepatica
producida por agentes quimicos o infecciosos y que esto trae como consecuencia
infiltracion de fibroblastos en el parénquima hepatico. En el higado normal las colagenas
intersticiales (tipo | y I1l) se encuentran casi exclusivamente alrededor de los espacios
porta y de las venas centrales, mientras que la colagena tipo IV forma fibras muy
delicadas alrededor de los espacios de Disse. En cambio, en la cirrosis, las colagenas | y
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Il se depositan en y a través de los lobulillos hepaticos creando en forma progresiva
tabiques irregulares que pueden llegar a ser muy gruesos y que cortan y circundan
porciones del lobulillo hepéatico, para formar lo que se conoce como nddulos de
regeneracion (Cordero 2007).

En la cirrosis, la mayor parte del exceso de colagena no es producto de los fibroblastos,
como se pensaba antes, sino de un tipo de células perisinusoidales conocidas como
células hepaticas “estelares” o células de Ito. En condiciones normales, las células
estelares no desarrollan una actividad muy relevante ademas de su funcion almacenadora
de lipidos, pero durante el procesos cirrético se transforman en células de tipo
miofibroblastico y son entonces capaces de producir colagena y numerosas citocinas
proinflamatorias que alteran el microambiente hepatocelular (Cordero 2007).

En casos de dafio hepatico agudo, como en hepatitis viricas que involucionan
espontaneamente, las células estelares activadas al inicio entran en un estado latente al
regenerarse el parénquima hepatico, por lo que no se producee fibrosis. Por el contrario,
cuando la lesion hepética continta, éstas células permanecen siempre activadas y
permiten el depdsito progresivo de bandas de tejido conectivo intersticial, lo que limita y
afecta cada vez mas la funcion hepatica. Esto explica como el higado se torna cada vez
mas firme y fibrético y porque la cirrosis es progresiva. Estos conocimientos
biomoleculares han permitido idear numerosas estrategias terapéuticas. Unas son
preventivas y estan orientadas a inhibir la funcion fibrogénica de las células estelares para
evitar la fibrosis consecutiva a lesion hepatica; otras estdn encaminadas a promover la
reabsorcién de colagena ya depositada en higados cirrdticos. Algunas citocinas como el
Interferon gamma (IFN-y) y el HGF inhiben la activacion de células estelares en modelos
animales; en la actualidad este interferén se ha comenzado a usar, con buenos resultados,
en casos de fibrosis avanzada de higado en pacientes con hepatitis C persistente. En fecha
reciente se cuenta ya con moléculas que son capaces de inhibir a las citocinas
estimulantes de proliferacion de células estelares, como el PDGF y el TGF-B, que limitan
la inhibicidn de la respuesta proliferativa, fibrogénica y contractil de las células estelares.
Algunos de estos productos ya se encuentran en protocolos de fase clinica Il en
diferentes enfermedades fibrogénicas como fibrosis pulmonar y cirrosis. Uno de los

blancos méas buscados para prevenir la formacion de tejido cicatrizal en higado es la
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inhibicion de la sintesis de colagena. Esto se ha logrado en modelos experimentales por
medio de inhibidores de la citocina TGF-B, que es la citocina con mayor actividad
fibrogénica (Cordero 2007). Factores de crecimiento tales como el TNF-a, IL-1B e IL-6
son secretados por células inflamatorias y estan involucrados durante el reclutamiento de
macrdfagos circulantes y en la transicion de células estelares a células estelares activadas
( De Minicis et al., 2011; Wang et al., 2015).

2.4. Modelo experimental inducido con Tetracloruro de Carbono (CCla)

Los modelos de dafio hepatico pueden aportar herramientas para el estudio de la
histopatologia. Las lesiones agudas y cronicas hepaticas pueden ser inducidas
experimentalmente. Estas incluyen la necrosis, esteatosis, lesiones venulares y cirrosis.
Para el estudio de estos modelos se pueden incluir una gran variedad de especies
animales. El animal mas empleado ha sido la rata por su tamafio y por el bajo costo
(Muriel et al. 2007).

La mayoria de la informacion relacionada al dafio del higado y algunos factores que
pueden ser modificadores de la susceptibilidad, tales como edad, sexo y dieta, se aplican
a la rata. El uso general de un modelo experimental relativamente uniforme permite la
comparacion de los resultados de diferentes laboratorios. Existen diversas formas de
ocasionar un dafio hepatico experimental para ocasionar cirrosis o0 hepatitis toxica, los
inductores méas empleados son el paracetamol, alcohol y CCls (Muriel et al. 2007).

En el caso del CCls resulta ser muy Gtil como modelo experimental para el estudio de
ciertos efectos hepatotdxicos, éste produce lesion hepatica en muchas especies
incluyendo rata, ratéon y primates. EI CCls induce toxicidad dependiendo de la dosis y
tiempo de exposicién, cubriendo una variedad de efectos. En dosis bajas, los efectos
transitorios que prevalecen, tales como la pérdida de la homeostasis de Ca®",
peroxidacion de lipidos, liberacion de citocinas y eventos de apoptosis seguidos por una
regeneracion. Otros efectos con altas dosis y mayor tiempo de exposicion, son mas
graves y desarrollan degeneracién de grasa, fibrosis, cirrosis e incluso pueden llegar hasta
cancer. El metabolismo del CCls empieza con la formacion del radical libre triclorometil
CCls* a través de la funcion mixta del sistema de citocromo P450 oxigenasa de el

15



reticulo endoplasmico. Este proceso envuelve la reduccion del enlace carbono-cloro. La
activacion del radical libre del CCls y contribuye muy significativamente en esta
toxicidad. La isozima principal citocromo para ejecutar la biotransformacion del CClses
CYP2EL pero también son capaces de atacar al CCls la CYP2B1 y CYP2B2. El radical
CClz" reacciona con varias sustancias biologicas importantes como los &cidos grasos,
proteinas, acidos nucleicos y aminoacidos (Muriel et al. 2007).

En 1926 Lamson y Wing fueron los primeros en reportar que la intoxicacion por CCls
produce cirrosis, tiempo después en 1932 Cameron y Karunaratne publicaron un estudio
que establecia la morfologia y mostraba las condiciones estandares experimentales del
modelo. Hoy en dia, la cirrosis inducida mediante la administracion del CCls es
probablemente la mé&s ampliamente usada como modelo para reproducir la cirrosis en
ratas y ratones. Para producir la cirrosis experimental, es necesario administrar repetidas
dosis de CCls independientemente del animal y ruta de administracion. El tiempo de
prolongacion entre cada administracién no debe de prolongarse debido a que el higado
dafiado puede recuperarse. La cirrosis es observada después de 2 meses y la severidad de
la enfermedad incrementa después de los 3 meses de tratamiento se especula una
mortalidad entre el 20 — 30%; después de 4 meses, la mortalidad es muy alta arriba del
80%. La cirrosis establecida por CCls envuelve cambios severos en los 6rganos
abdominales. El higado frecuentemente esta agrandado; sin embargo, en estadios
avanzados de la enfermedad. Este puede ser mas pequefio que el normal con nodularidad.
Aumento de la grasa mesentérica e hiperplasia de los ganglios linfaticos ocurren con
frecuencia en la cirrosis humana (Muriel et al, 2007).

La cirrosis experimental inducida mediante el CCls parece reproducir las caracteristicas
de la cirrosis humana: manifestaciones nodulares en el higado, hipertension portal en la
mayoria de los animales y la arquitectura normal es reemplazada por nédulos rodeados
por septas de tejido fibrético con ductos biliares proliferados (Muriel et al. 2007).

Este modelo es el mas ampliamente utilizado para reproducir la cirrosis humana en
animales experimentales para estudiar los mecanismos fisiopatolégicos de la enfermedad
y muchos farmacos antifibréticos son probados en este modelo antes de utilizarlos en los

seres humanos (Muriel et al. 2007).
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2.5. Terapia celular hepatica

La posibilidad de aplicar estrategias similares a las que de forma natural usa el organismo
para la renovacion de las células en un tejido dafiado es la idea central que subyace detras
del concepto de terapia celular (Bonora et al. 2008). La terapia celular esta condicionada
por la accesibilidad de los tipos celulares apropiados para este fin. La capacidad de las
células madre de multiplicarse, diferenciarse a diversos tipos celulares especificos, en
funcion del entorno y estimulos que reciban, nos hace creer que son un recurso
potencialmente inagotable de células utilizables para trasplante celular (Bonora et al.
2008). En los ultimos afios, el trasplante de células madre ha brindado una nueva opcién
terapéutica de tratamiento en diferentes modalidades de terapia celular.

Se ha tratado de establecer los mecanismos responsables de iniciar el proceso complejo
de regeneracion hepatica. Se ha postulado que la células hematopoyéticas progenitoras
tienen la capacidad de transdiferenciarse en hepatocitos y células biliares (Thiese et al.
2000, Lagasse et al. 2000, Croshy et al. 2001, Korbling et al. 2002, Schwartz et al. 2002,
Newsome et al. 2003).

Las células hematopoyéticas circulantes contribuyen a la reparacion de 6rganos sélidos
como el higado. Las células progenitoras del sistema hematopoyético adulto podrian
potencialmente ser de uso clinico para generar hepatocitos que reemplacen tejido
hepético dafiado o deficiente (Khan et al. 2008).

Existen diversos linajes celulares dentro del higado, hay una maduracién coordinada
entre los componentes epiteliales (células parenquimatosas) y las MSC, existe también
una maduracion coordinada con algunos componentes de matriz extracelular encontradas
en diferentes estadios del linaje celular (Turner et al. 2011).

Otros autores han sugerido que en el higado se lleva a cabo una fusion, en el rescate de la
funcion (Wang et al. 2003). Existen varias fuentes de células madre tejido-especifico,
como es la médula 6sea como fuente de células madre hematopoyéticas autdlogas
(HSCA). Por otro lado las MSC podemos obtenerlas de diversas fuentes como cordén
umbilical, placenta, fetos, liquido amniotico, médula 0sea, tejido adiposo que tienen la
capacidad de diferenciarse en variadas lineas celulares (Gilchrist y Plevris, 2010).

Las MSC son células adultas multipotentes, con morfologia fibroblastoide y plasticidad

hacia diversos linajes celulares como condrocitos, osteocitos y adipocitos, entre otros.
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Estas pueden ser aisladas y expandidas en medio de cultivo debido a sus propiedades de
adhesion al plastico, diferenciacion y proliferacion in vitro (Jones et al. 2010 y Haniffa et
al. 2007). Las MSC como tales deben expresar los antigenos mesenquimales CD73",
CD90" y CD105" y no presentar antigenos hematopoyéticos como CD34" y CD45
(Alongi et al. 2007, Macias et al. 2010, Ghannam et al. 2010). Para su obtencion los
tejidos mayormente empleados son la médula dsea, la sangre del cordon umbilical y el
tejido adiposo (Jewett et al. 2010, Kern et al. 2006, Ren et al. 2010). Sin embargo, en
cuanto a la relacién obtenida de células madre es mucho mayor la proporcion encontrada
en tejido adiposo por ejemplo de 1 g de tejido adiposo se obtienen 5 x10® MSC,
aproximadamente 500 veces mas que en 1 g de médula 6sea (Fraser et al. 2006) y en
cuanto al aislamiento y cultivo a partir de AT, las células obtenidas tienen una
morfologia, fenotipo y capacidad de diferenciacion similar a la médula 6sea pero con
mayor potencial de proliferacion. (Jewett et al. 2010 y Kern et al. 2006).

El AT deriva de la capa mesodérmica del embridn y tiene desarrollo pre y post natal. La
formacion de células adiposas en la especie humana tiene lugar durante el segundo
trimestre de gestacion (Ailhaud y Grimaldi 1992). Se caracterizan por su aspecto
fibroblastico que contiene abundante reticulo endoplasméatico, un alto indice
nucleo/citoplasma, localizacion perinuclear de la mitocondria y la presencia de vacuolas
lipidicas (Gimble et al. 2007). Su diferenciacion celular procede de la secuencia
adipoblasto—preadipocito-adipocito inmaduro-adipocito maduro. En el tejido adiposo los
precursores coexisten en conjunto con células adiposas maduras, fibroblastos, células
sanguineas, células endoteliales, pericitos y células mesenquimales indifenciadas y
pobremente diferenciadas, que hoy Ilamamos MSC (Ailhaud y Grimaldi 1992).
Probablemente el progenitor de los adipocitos ha venido desde la médula dsea a través de
la circulaciéon (Hausman y Hausman 2006).

Las MSC pueden tener un rol importante en la inmunotolerancia, y han sido utilizadas
para tratar la enfermedad injerto vs huésped (Gilchrist y Plevris, 2010).

Existen diversas estrategias para diferenciar a las células madre, una de ellas es
trasplantando directamente en el tejido dafiado, diferenciacion directa mediante técnicas
de cultivo celular de mono capa y bidimensionales, exposicion a diferentes factores de

crecimiento (Kinney et al. 2013)
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Estudios realizados por diferentes grupos de investigadores demuestran que la terapia
celular resulta ser muy prometedora. En un estudio realizado por Gehling et al. Se
reportd que después de una hepatectomia parcial se observo un aumento sustancial de
células periféricas CD133" y células mononucleares CD14*, no asi en cirugias
abdominales por otra causa en humanos (Gehling et al. 2005). En éste estudio se
demostré que las células CD133" fueron capaces de diferenciarse en linaje de hepatocitos
in vitro. Las células de la médula Gsea se diferencian en células que expresan genes
especificos de higado cuando se cultivan con hepatocitos y con el HGF, confirmando que
el HGF regula la diferenciacion de las células progenitoras hepaticas (Okumoto et al.
2005).

Los mecanismos que actualmente se discuten sobre la regeneracion hepatica inducida por
células madre son la fusién celular (Wang et al. 2003, Vassilopoulos et al. 2003,
Grompe, 2003), la transdiferenciacion de estas células en hepatocitos sin fusién
(Newsome et al. 2003, Jang et al. 2004) y la regeneracion enddgena de hepatocitos
estimulada por las células madre apoyada por factores tréficos tales como la 1L-6
(Aldeguer et al. 2002).

Un reporte sobre un conseno que se llevo a acabo en London en el afio 2012 concluye
que por ahora el parénquima hepatico aislado de donadores de higado es el mejor recurso
para el trasplante, también reportaron que existen otros recursos incluyendo células
madre las cuales se estan apliclando en estudios preclinicos. Los participantes del
consenso conluyeron que es necesario compartir informacion entre los diferentes grupos
de investigacion sobre sobre el trasplante de células, control de calidad, criterios de
seleccion y anélisis de las células trasplantadas con esto se podria comparar la
informacion entre los procedimientos llevados a cabo por los diferentes centros y conocer
la efectividad de sus tratamiento (Puppi et al. 2012).

En un estudio llevaron a cabo el trasplante de células madre fetales derivadas de higado
por la arteria hepéatica en pacientes con cirrosis hepatica, los resultados fueron
significativos después del trasplante los pacientes no presentaron episodios de
encefalopatia, mostraron una mejdria en los pardmetros bioquimicos. El puntaje de
MELD disminuy6 en los pacientes con una p<0.01, esto en 6 meses de seguimiento
(Khan et al. 2010).
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En un estudio en el que llevaron a cabo la infusion periférica de células madre
hematopoyéticas autdlogas (HSCA) en 9 pacientes con cirrosis hepatica de etiologia viral
(virus B y C), los marcadores por citometria de flujo fueron CD34%, CD45" y c-kit.
Hubo un incremento significativo del antigeno nuclear de células en proliferacion
(PCNA) y alfa fetoproteina (AFP) en biopsias hepaticas antes y después de la infusion de
HSCA (p<0.05). La cantidad de células infundidas en promedio fue 5.2 + 0.63 x 10°. No
se observaron efectos indeseables importantes y los pacientes toleraron la anestesia
adecuadamente. La clasificacion funcional Child-Pugh B fue de 8 a 9 puntos antes del
estudio y se mostr6 mejoria en la sintesis de albimina. Se midieron la sintesis de péptido
pro colagena Il (PIIP) y el HGF basal a las 4 y 24 semanas, mostrando disminucion del
PP, asi como aumento del HGF, sin embargo no fue significativo. Este estudio sugiere
que la proliferacién de hepatocitos fue inducida por la infusion de HSCA (Terai et al.
2006).

El trasplante de HSCA de médula 6sea CD133" por via portal ha sido utilizado para
impulsar la regeneracion hepatica en pacientes con carcinoma hepatocelular, después de
la embolizacion de la rama de la vena porta donde se localiza el tumor, esto con el fin de
someter a hepatectomia posterior a éstos pacientes, sin deterioro en la funcidn hepatica
(Furst et al. 2007, Esch et al. 2005). El crecimiento de los segmentos I1/111 del higado fue
mayor en los pacientes que recibieron el trasplante de células CD133*. La mayor
ganancia en volumen hepético en los pacientes que recibieron las células autdlogas
CD133" fue durante los primeros 21 dias, la ganancia del volumen hepético fue de mas
del doble (Baccarini et al. 2006).

Las células hematopoyéticas circulantes contribuyen a la reparacion de 6rganos sélidos
como el higado. Las células progenitoras del sistema hematopoyético adulto podrian
potencialmente ser de uso clinico para generar hepatocitos que reemplacen tejido
hepéatico dafiado o deficiente. (Khan et al. 2008). Estudios clinicos han demostrado la
seguridad y tolerabilidad de la inyeccién de células CD34" con seguimiento a 2 y 6 meses
(Gordon et al. 2006 y Korbling et al. 2002).

El seguimiento a corto y largo plazo después de trasplante autdlogo Unico de células
madre mesenquimales fue estudiado en una poblacion mayor de pacientes (Liang et al.

2011) con insuficiencia hepatica secundaria a infeccion por virus de hepatitis B (VHB).
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La infusion de células se hizo en la arteria hepatica en un volumen de 120 mL, sin
complicaciones. Los 53 pacientes que recibieron el trasplante celular fueron comparados
con 105 pacientes de un grupo control. El éxito del procedimiento fue del 100%. Los
niveles de albdmina (ALB), bilirrubina total (BT), tiempo de protrombrina (TP) y la
puntuacion del modelo de enfermedad hepética terminal (MELD) tuvieron una notable
mejoria después de 2-3 semanas del trasplante de células, al compararlos con el grupo
control. El seguimiento fue a 192 semanas no se encontro diferencia en la incidencia de
carcinoma hepatocelular o mortalidad al comparar con el grupo control (Liang et al.
2011).

En nuestro grupo existe experiencia preliminar con trasplante de HSCA en 2 pacientes
como uso compasivo, uno de ellos paciente femenino que presento hepatitis autoinmune
subaguda la paciente fue puesta en lista de espera para trasplante hepético ortotopico. Se
inici6 el estimulo con 300ug G-CSF durante 4 dias, se obtuvieron las células CD34*
mediante aspiracion de médula 6sea y se prepararon a una concentracion de 52.6 x10° y
fueron perfundidas en la vena porta en un volumen de 100 mL. El procedimiento fue
tolerado satisfactoriamente por la paciente, tuvo una mejora gradual y se retir6 de la lista
de espera para trasplante 7 dias después de haber recibido el trasplante de HSCA, las
interleucinas IL-1, FNT-a, IL-6, asi como haptoglobina, AFP estuvieron dentro de
limites normales los dias 3, 7, 14y 1, 4, 5y 6 meses siguientes al trasplante de HSCA, la
paciente continué presentando mejoria en el funcionamiento hepético. La biospia
hepatica un afo después al trasplante HSCA mostré solamente colestasis sin actividad y
sin cirrosis, la paciente ha continuado en seguimiento y actualmente tiene 5 afios de
seguimiento con pruebas de funcionamiento hepatico normales y recibe Unicamente el
tratamiento para la hepatitis autoinmune (Mufioz et al. 2011). En otro paciente fue un
masculino de 27 afios, que recibi6 trasplante hepéatico ortotdpico 11 afios antes (2001) y
que 6 afios después empezd a tener manifestaciones de dafio hepéatico avanzado
confirmado por biopsia hepatica y por fibromax F4 (0.74), A2-A3 (0.01) respondiendo, a
la aplicacion del higado artificial (MARS), se estabiliz6 temporalmente y 5 afios después
(2012) de nuevo se manifestd con insuficiencia hepatica haciendo patente la necesidad de
recibir un re-trasplante, como esto es algo complejo se decidié volver a someterlo a

MARS y prepararlo para recibir trasplante de HSCA, recibi6 4 sesiones de MARS, se
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prepard con G-CSF 300 ug sc/d/x5 dias alcanzando 38,000 leucocitos. EI 1/08/12 recibio
trasplante de HSCA CD34" (24.7x10%/50mL) por radiologia intervencionista en vena
porta (transhepatica), se tomo biopsia hepatica revelando: cirrosis, pérdida de conductos
biliares, colestasis, colangitis, sin descartarse rechazo cronico. La inmunohistoquimica
para CD34" fue negativa. En 6 meses post-trasplante de HSCA hubo mejoria paulatina en
la funcidén hepética, disminucién de amonio, la IL-6 y la molécula de adhesion
intracelular 1 (ICAM-1) mostraron una mejoria con disminucién en sus niveles a 60 dias
post-trasplante de HSCA mientras que TNF-a y factor de crecimiento de epitelio
vascular (VEGF) mostraron cambios menores con trasplante de HSCA (Mufioz et al.
2013).

Nuestro grupo trat a una paciente de 21 afios con insuficiencia hepatica subaguda por
hepatitis autoinmune se traté con movilizacién de células madre hematopoyéticas
autlogas (Mufioz et al. 2013). La biopsia hepética (03/07/13): confirmd hepatitis
autoinmune (HAI) grave con necrosis del 50%. Se realizd estimulacion con G-CSF 300
pg/sc/d/5d, con un aumento de CD34" de 2.29/uL, viabilidad 84.5%, a 5.78/uL,
viabilidad 99.73% lo cual corresponde a un incremento. Tuvo mejoria clinica con
disminucion de amonio, cedi6 la encefalopatia, INR disminuyd, aspartato
aminotransferasa (AST) y alanino aminotransferasa (ALT) tuvieron elevacion inicial y
posteriormente mejoria paulatina. La movilizacion de HSC con G-CSF, fue segura y
condiciond una mejoria significativa en las pruebas de funcionamiento hepatico en esta
paciente con HAI grave desencadenada por una Hepatitis A (Mufioz et al. 2013).

Aunque existe una gran variedad de estudios que valoran la posible utilidad de la terapia
celular para enfermedades hepaticas no se ha definido adn el alcance que este
procedimiento pueda tener. Para nuestro grupo es importante establecer un control de las
variables que pudieran participar en el proceso de regeneracion hepatica al someterse al
procedimiento de terapia celular, por lo que consideramos necesario establecer modelos
experimentales con variables controladas para definir la utilidad de la terapia celular y

disefio posterior de estudios en humanos.

2.5.1. Terapia celular en diversos modelos de dafio hepatico experimentales
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En el afio 1999 reportaron que parte del higado de rata podria ser repoblado por células
que parecieran originarse de la médula 0sea bajo condiciones de dafio hepatico, en el que
no habia ya proliferacion de hepatocitos. Ratas hembra que habian recibido trasplantes de
médula Osea de ratas de diferente sexo, después de lo cual se causé dafio hepético. El
DNA de los machos se localizo inicialmente en la fraccion celular no parenquimatosa
(probablemente originadas de células madre residentes hepaticas), sin embargo 13 dias
después del dafio hepético, también fue encontrado en la fraccion de hepatocitos, lo que
implico que las células ovales hepaticas derivadas de la médula Osea se estaban
diferenciando en hepatocitos. También se identificaron proteinas derivadas de la médula
6sea dentro de los canaliculos biliares y células ovales hepaticas. En éste modelo 0.14 a
0.16% de los hepatocitos mostraron evidencia de ser originarios de la médula 6sea. Este
trabajo fue uno de los pioneros y representd el inicio de una nueva perspectiva para la
Hepatologia bésica y clinica moderna. Se demostrd que las células progenitoras podian
originarse fuera del 6rgano en el cual contribuyen a su reparacién (Petersen et al. 1999).
También se ha demostrado la plasticidad de las células hematopoyéticas progenitoras
para diferenciarse en hepatocitos (Lagasse et al. 2000).

Existen menos datos en la insuficiencia hepatica aguda experimental, aunque existe
menor posibilidad del injerto celular después del trasplante singénico de HSCA, se ha
demostrado mejoria en la sobrevida (70-75%) vs 35% en el grupo sin infusién, sin
embargo, no hubo diferencia en sobrevida cuando el trasplante fue de hepatocitos vs el
grupo control (Sato et al. 2005, Sakaida et al. 2004) en 2 dias hubo recuperacién de la
histologia hepatica, mientras que en el grupo control todavia persistia dafio histologico
para el dia 28. El dafio se establecié con D-galactosamina, posteriormente las ratas
recibieron una infusién de medio condicionado de concentrado de células madre, lo que
resultd en mejor sobrevida y mejoria de pardmetros bioquimicos de dafio hepatico. La
concentracion de citocinas proinflamatorias disminuy6 y hubo menos infiltracion de
leucocitos en higado, con disminucion de la apoptosis en el 90%, y la replicacion también
aumento. Este hecho puede explicar la importante velocidad a la que la reparacion del
dafio ocurre (Sato et al. 2005, Sakadia et al 2004 y Van Poll et al. 2008).

El SDF-1 es una quimiocina CXC importante en el trafico de células madre fetales y en

particular en la anidacion de estas (Molyneaux et al. 2003), siendo su receptor CXCR4,
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SDF-1 también es importante en el trafico de células madre adultas. EI bloqueo de
CXCRA4 resulta en salida de HSCA de la médula 6sea (Molineaux et al. 2003), hay menor
expresion de CXCR4 en HSCA periféricas y esto confirma la funcion de SDF-1 de
mantenerlas en su nicho de la médula d6sea (Aiuti et al. 1997). Las células CD34" migran
hacia SDF-1 tanto in vivo como in vitro con un efecto de gradiente, por lo tanto una
elevacion de SDF-1 en plasma causard movilizacion de HSCA desde la médula 6sea
hacia la circulacion periférica (Hattori et al. 2001). SDF-1 puede también estar
involucrado en la anidacién de células hacia el higado. Se ha demostrado aumento de la
expresion hepética de SDF-1 en dafio hepatico incluyendo hepatitis C (Kollet et al. 2003,
Shimoda et al. 1998, Tereda et al. 2003), cirrosis biliar primaria, hepatitis autoinmune y
toxicidad por paracetamol (Tereda et al. 2003) y hepatitis alcohélica. SDF-1 es necesaria
para la acumulacion de células ovales (Gilchrist et al. 2005).

Un estudio de dafio hepatico inducido por CCI4 en raton en el cual movilizaron las HSC
mediante plerixafor y G-CSF resulta un incremento en la movilizacion sinérgica de un
alto nimero de células madre CD34" via antagonismo de la interaccion CXCR4-SDF-1
(Dar et al. 2006) reportaron que la supervivencia sin movilizacion al dia 7 fue del 25% y
para el grupo tratado 87% (Mark et al. 2010).

En otro modelo de dafio por CCls en rata a las cuales se les dio infusién de MSC después
de 24 horas report6 después de 7 dias una disminucion significativa de las transaminasas
en el grupo tratado con MSC asi como un dafio hepatico menor en el estudio
histopatoldgico (Gruttadauria et al. 2013).

Un estudio utilizando MSC de médula ésea humana las cuales se marcaron con proteina
verde fluorescente e infundieron via porta en rata con dafio hepatico con hepatocitos con
fibrosis casuada por CCls, observaron que después de un dia del trasplante las células
marcadas se encontraron alrededor de los I6bulos, vasos sanguineos hepéticos. En los
parametros bioguimicos e histologicos analizados encontraron un incremento en la
recuperacion del higado en el grupo tratado con trasplante de MSC, y la fibrosis
disminuyd significativamente, este estudio sugiere que el trasplante de MSC puede
facilitar la recuperacion de un dafio cronico causado al higado y también disminuye la
fibrosis, lo cual seria una opcién potencial para el tratamiento de la cirrosis hepatica
(Chang et al. 2009).
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En otro estudio compararon la influencia del trasplante de MSC obtenidas de meédula
0sea, por diferentes vias, la intrahepatica, intraperitoneal e intravenosa en ratas con dafio
hepético inducido por CCls, las MSC las diferenciaron a hepatocitos las marcaron y las
trasplantaron, las células se encontraron alrededor de los I6bulos hepéticos por los tres
tipos diferentes de vias pero en proporcion mas alta las que recibieron el trasplante por
via intravenosa, ésta resultd ser mas efectiva en el desempefio de recuperacion del
higado ademés se observdé mayor produccién de IL-10 comparando con las otras
modalidades de trasplante (Zhao et al. 2012).

En otro grupo de investigacion evaluaron el efecto terapéutico del trasplante de las MSC
obtenidas de tejido adiposo en ratones con dafio hepatico causado por CCls. Las MSC de
tejido adiposo mejoraron la funcion hepética, se observaron cambios en los niveles de
amonio, &cido Urico, AST, ALT regresando a niveles casi normales después del trasplante
de MSC de tejido adiposo. Ellos también realizaron un ensayo in vitro para conocer el
mecanismo que envuelve la habilidad terapéutica comparando la produccion de citocinas
como IL-6, IL-8, G-CSF, HGF, entre otros en cultivo de MSC obtenidas de AT, médula
6sea y en fibroblastos dérmicos humanos y observaron que en las MSC obtenidas de
tejido adiposo hubo una alta produccion en comparacion con los otros dos tipos de
células, lo cual sugiere que este tipo de células puede ofrecer una mayor eficacia como
terapia celular, en este caso mencionamos en los modelos experimentales con dafio
hepético, enfermedades hepaticas y asi poder dar un tratamiento (Banas et al. 2008).

Otro grupo de investigadores en el afio 2013 investigaron si una infusion de MSC-
CXCR4 podrian proteger a los hepatocitos y estimular la regeneracion en el trasplante
reducido en un 50% del higado. Se compararon las MSC marcadas con proteina verde
fluorescente (GFP) y las MSC-CXCRA4. Los factores secretados por las MSC, la funcion
del injerto, la apoptosis, proliferacion de los hepatocitos, la ALB y la citoqueratina 18
(CK18) fueron evaluados. La infusiéon via intravenosa mediante la vena del pene de
MSC-GFP condujo a una reduccion de los biomarcadores de lesion hepatica. Sin
embargo, la sobreexpresion de CXCR4 mejoro la proliferacion de hepatocitos y los
niveles de IL-6, factor de crecimiento endotelial vacular (VEGF). EI SDF-1 alfa fue
elevado después de trasplantados reclutando mejor las MSC-CXCR4. Las MSC
implantadas no expresaron los marcadores de los hepatocitos, incluyendo la ALB y CK18
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in vivo 168 horas después del trasplante. En este estudio es de notar que la sobreexpresion
de CXCR4 realzd la movilizacion y la repoblacion de MSC en injertos de higado de
tamafio pequefio, en los cuales estas células promovieron la regeneracion del higado
temprana no mediante una diferenciacion directa, quiz&s por un mecanismo paracrino
(Du et al. 2013).

Este proyecto representa el inicio de una serie de trabajos para la implementacion del
trasplante de células madre como tratamiento del dafio hepatico avanzado, abarcando el
enfoque en el trasplante de MSC y/o la movilizacion de HSC para la aplicacién y mayor
efectividad de esta modalidad terapéutica en un modelo experimental de cirrosis hepatica

inducida por CCla.

CAPITULO I11
JUSTIFICACION

La cirrosis hepéatica ocupa la 42 causa de muerte en México, su tratamiento actual es el
trasplante hepatico, sin embargo la mayoria de los pacientes no tienen acceso a éste por la
limitante econdmica y escasez de donadores, que hacen que algunos de éstos fallezcan en
lista de espera. Una opcion potencial para estos pacientes puede ser la terapia celular al
ser mas accesible y menos costosa. Esta pudiera retrasar o evitar la necesidad de un
trasplante hepatico.

En este trabajo se pretende evaluar la efectividad con dos tipos de terapia mediante la
administracion via intravenosa de células madre mesenquimales y la movilizacion de
células madre hematopoyéticas con ello se analizara el efecto reparador de dicha terapia
en la cirrosis hepatica mediante: citocinas y mejora de la histologia hepética en un
modelo experimental que permita a futuro extrapolar los hallazgos a un estudio fase pre
clinica en humanos.

La terapia celular tendria un gran impacto social reduciendo la necesidad de trasplante

hepatico, mejorando la calidad de vida 'y salud del paciente.
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CAPITULO IV
HIPOTESIS

El trasplante de MSC obtenidas de tejido adiposo y la movilizacién de HSC disminuyen

la fibrosis en el higado dafiado en el modelo experimental con dafio hepatico por CCla.
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CAPITULO V
OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Inducir la movilizacion de células madre hematopoyéticas enddgenas (HSC) con factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y / o administracion intravenosa de
células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (MSC) para disminuir la

fibrosis hepética en una modelo experimental.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Reproducir un modelo de dafio hepético inducido por CCls en ratas Wistar.

2. Estandarizar las técnicas de aislamiento de tejido adiposo, caracterizacion y cultivo
para el trasplante de células madre mesenquimales en el modelo con dafio hepatico
inducido por CCls

3. Analizar expresion del receptor CXCR4 en las células madre mesenquimales de

tejido adiposo.
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4. Desarrollar el modelo de movilizacion de HSC mediante la administracion del G-CSF
y trasplante de MSC en ratas con dafio hepatico inducido con CCl..

5. Evaluar las enzimas hepéticas e histologia en el modelo con dafio hepatico inducido
con CCly tratado con trasplante de MSC y movilizacién de HSC.

6. Determinar los cambios séricos de interleucinas: IL1, IL6, TNFa, IL10, factores de
crecimiento: HGF y TGFp basal, post- dafio inducido, post-tratamiento con seguimiento
dependiente a la etapa seleccionada en el modelo con dafio hepatico inducido con CCla.

7. Evaluar la actividad proliferativa y expresion de SDF-1 en el modelo con dafio
hepético inducido con CCl4 tratado con trasplante de MSC y movilizacion de HSC.

8. Evaluar el reclutamiento de las MSC en dos etapas: la primera 3 dias post-trasplante de
MSC marcadas con GFP, y la segunda con rastreo del cromosoma Y mediante FISH a
largo plazo en el modelo con dafio hepético inducido con CCla.

CAPITULO VI
ESTRATEGIA GENERAL
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Seleccion de etapa de dafio hepatico Caracterizacion de CMM de Tejido
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Figura 2. Estrategia experimental.

Para llevar a cabo la estrategia general se llevo a cabo lo siguiente:
Seleccion de la etapa con dafio hepético inducido con CCls. Para llevar a cabo el
desarrollo del modelo experimental primeramente se tuvo que seleccionar la etapa de

dafio hepético inducido con CCls que semejara la etapa de cirrosis.
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Obtencion, aislamiento y caracterizacion de células madre mesenquimales de tejido
adiposo de rata Wistar macho. A partir del tejido adiposo extraido, se aislaron las
MSC por método enzimatico, cultivando el infranadante obtenido en el proceso. Las
MSC se cultivaron con DMEM, 10% FBS, 1% L-Glutamina y 1% Antibidtico. Para la
inmunotipificacion se analizaron marcadores de superficie mesenquimales vy
hematopoyéticos para las MSC en tercer pasaje por RT-PCR.

Desarrollo del modelo experimental. Una vez establecida la etapa de cirrosis se llevo a
cabo el tratamiento con la terapia celular para darle un seguimiento a las MSC.

e Primera etapa. En esta etapa se pretendio dar seguimiento a las MSC marcadas
con un vector ADV-CMV-GFP administradas via intravenosa a corto plazo 3 dias
post-trasplante.

e Segunda etapa. Se determind si las MSC realmente se quedaron en el
parénquima hepéatico dafiado mediante la técnica de Hibridacién in situ
fluorescente (FISH).

En éstas dos etapas se llevaron a cabo en diferentes tiempos determinaciones de
citocinas, enzimas hepaticas, asi como tinciones histoldgicas de hematoxilina y eosina (H

y E), tincién tricromico de Masson (TM) y Rojo de Sirius (RS).

CAPITULO VII
METODOLOGIA
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7.1. Modelo experimental

Para el modelo de dafio hepéatico se emplearon ratas hembras de la cepa Wistar, con un
peso corporal inicial aproximado de 200 gramos con acceso libre al agua, alimento y con
ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. Se establecid el modelo experimental de dafio
hepético avanzado mediante la intoxicacion con CCls (el CCls esté disponible en Sigma-
Aldrich solicitando que es para uso experimental) durante diferentes tiempos y dosis

administradas.

7.1.1. Experimento 1. Preeliminar
Se administré una de dosis de 1mL/kg de CCls al 10% en aceite mineral administrados
via intraperitoneal 3 veces por semana (Lee et al. 2005) durante 6, 10 y 12 semanas.

Unicamente se incluyeron 3 ratas hembras.

7.1.2. Experimento 2. Aumento de Dosis de CCls4

Se inicié con la dosis de 1mL/kg de CClsal 10% en aceite mineral administrados via
intraperitoneal 3 veces por semana, a la semana 6 se realizd un cambio en la dosis
aumentado iniciando con un incremento 500 mg de CCls y aumentado gradualmente
cada semana 570 mg, 610 mg, 850 mg, 1000 mg respectivamente en aceite mineral en
una volumen total de 250 pL. Este experimento consistio en 3 grupos uno de machos y
dos de hembras los cuales se sacrificaron a la semana 11, 12 y 13.

7.1.3. Experimento 3. Dosis de CCls més Pentobarbital 0.3g/L en la bebida.

En la primera semana se les administrd 2 veces la dosis de 1mL/kg de CCls al 10% en
aceite mineral via intraperitoneal 3 veces por semana, a partir de la segunda semana se
empezo6 con el esquema de dosis de 500 mg, 570 mg, 610 mg, 850 mg, 1000 mg por
kilogramo de peso ésta Gltima durante 2 semanas aunado al esquema de dosis iniciando
en los 500 mg de CCls se agregd Pentobarbital 0.3/L en la bebida diaria. En este

experimento se incluyeron 7 ratas hembras. El tiempo total fue de 7 semanas.

7.1.4. Experimento 4. Modelo de dafio hepético inducido con CCls durante 8

semanas con un esquema de dosis aumentado por semana.
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Se llevo a cabo con el siguiente esquema: 500 mg, 570 mg, 610 mg, 850 mg, 1000 mg
por kilogramo de peso ésta ultima manteniéndose durante 4 semanas. Las dosis fueron
administradas con una frecuencia de 3 veces por semana en 250 uL de aceite mineral via

intraperitoneal. Se incluyeron Gnicamente hembras y se sacrificaron a la semana 8.

7.2. Obtencién de tejido adiposo de rata y aislamiento de células madre
mesenquimales

El tejido adiposo se obtuvo de ratas Wistar macho bajo anestesia con pentobarbital sodico
60 mg/kg de peso corporal por via intraperitoneal con previa asepsia de la zona, se realizo
un corte longitudinal de la piel de aproximadamente 5 cm sobre el abdomen hasta antes
del aparato reproductor. Se obtuvo AT abdominal subyacente a la piel y posteriormente
se abordd la cavidad abdominal mediante un corte limpio de musculo para exponer
organos abdominales y el tejido adiposo abdominal. La recoleccién se realizd en un tubo
Falcon de 50 mL con 10 mL de PBS estéril y una mezcla de antibidticos-antimicoticos al
1X, hasta que se obtuvo aproximadamente 3 gr de tejido por tubo de recoleccion (Dubois
et al. 2008). Al finalizar se sacrifico a la rata de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999 la cual nos especifica técnicas para la produccién, cuidado y uso
de los animales de laboratorio.

El AT se coloco en una caja petri estéril con PBS, antibidtico- antimicdtico 1X. Con
ayuda de una hoja de bisturi, se cortd finamente hasta obtener una mezcla homogénea. La
mezcla se colocé en un frasco estéril con una solucion de colagenasa | 0.1%, a un
volumen que cubri6 perfectamente todo el tejido adiposo. Se incubd a 37°C con agitacion
durante 1 hora o hasta que se observd una suspension turbia y homogénea. Se dejo
reposar la digestion hasta observar dos fases. Se recuperd el infranadante y se transfirio a
un tubo falcén de 15 mL estéril y agregé un volumen igual de PBS 1X estéril. Se
centrifugé a 1500 rpm durante 6 minutos. Se elimind el sobrenadante y la grasa que
quedo en la superficie. Se lavo el boton celular con PBS 1X estéril y se centrifugo a 1500
rpm durante 6 minutos. Se repitio el lavado con PBS 1X estéril hasta eliminar restos
celulares y grasa contaminante. El boton de células del ultimo lavado se resuspendié en 1
mL de medio DMEM FBS 10% antibi6tico-antimicotico se sembrd en una 1 botella T25

con medio DMEM Advanced al 10% de FBS y la mezcla de antibidtico-antimicotico 1X.
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Se cultivd a 37°C, 5% de CO2, y 95% de humedad. Después de 3 dias se observo si las
células se adhieren al plato de cultivo y se realiz6 un lavado con PBS y cambio de medio
de cultivo fresco. Una vez que alcanzaron una 80% de confluencia, las células fueron
resembradas en 2 botellas limpias T75 al cabo de 1 semana al llegar nuevamente a la
confluencia de 80% se realiz6 nuevamente una resiembra con tripsina al 0.25% y asi
sucesivamente hasta que se llego al pasaje 3.

En la Figura 5 se muestra un esquema del procedimiento empleado para la obtencion del
AT y aislamiento de las MSC.

Asepsia del Incision linea Diseccion de Recoleccion de Tejido adiposo

media tejido graso tejido graso en triturado con bisturi.
abdominal PBS durante 15

minutos a 4°C

area
subcutaneo

Grasa en recipiente Grasa en digestiion Botén de celulas Placas dfl cultivo . MSC .
estéril con con con colagenasa despusés de los de células microscopio
Ia37°Cy agitacién lavados con PBS.

colagenasa I
1 hora.

Figura 3. Aislamiento y obtencién de MSC obtenidas de tejido graso.

7.2.1. Caracterizacion de las MSC derivadas de tejido graso.

Se utilizo un promedio de 6x10° células por rata en tercer pasaje cultivadas con medio
para MSC, las cuales se despegaron de la placa con tripsina 0.025% por 5 min a 37°C,
posteriormente se inactivo la tripsina colocando el mismo volumen de medio con FBS
10%. Se obtuvo la pastilla por centrifugacion a 1600 rpm por 6 min, se decantd el
sobrenadante y se realizaron 2 lavados con buffer de tincion y posteriormente se
centrifugaron a 300g por 5 minutos. Una vez lavadas las células se realizd la

caracterizacion.
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La caracterizacion de las MSC se realizd6 mediante PCR tiempo real con iQ Sybr-Green
2X Master Mix (Bio Rad, USA) para el andlisis de la expresion de los marcadores
CD105 (5"-TGG TCT TTT CGA ACG AGA ATG-3/ 5-AGC CGG AGG ACA ATG
CTT TTG G-37), CD90 (5°-TTT ATC AAG GTC CTT ACT CTA GCC-3/ 5- CAG
TCA CAG AGA AAT GAA GTC C-3), CD45 (5'TCC ACG GGT ATT CAG CAA
GTT TC - 3/ 5- CCA GAT CAT CTT CCA GAA GTC ATC - 3") y CD34 (5 -AAG
ATC TTG GGA GCC ACC AGA G-3'/5-TAG CCC TGG CCT CCA CCA TTC-3),
empleando B-actina (5"-GTC ACC TGG GAC GAT ATG G-3/5-AAG TCT AGG
GCA ACA TAG CAC AG-3) como gen de referencia.

7.2.2. Andlisis de la expresion del receptor CXCR4

Para analizar la expresion del receptor CXCR4 en las FBS se llevo a cabo mediante la
técnica de Wester blot para el cual se siguio el siguiente protocolo:

Las muestras se mantuvieron a -20°C, en buffer para extraccion de proteinas (RIPA).
Para preparar la curva de calibracion se utilizo BSA como stock de proteinas en una
concentracion de 1 mg de BSA/ mL H20 miliQ. Posteriormente en una placa de 96 pozos

se colococaron los volimenes indicados en la Tabla 1.

Tabla 1. Curva estdndar para la cuantificacion de proteinas por el método de Bradford.

Pozo | Concentracién | H.O | BSA 0.5 | Bradford
de proteina | (uL) | mg/mL | diluido
(ng/mL) (L) 1:5 (uL)
1 0 40 0 180
2 0.5 39 1 180
3 1 38 2 180
4 15 37 3 180
5 2 36 4 180
6 25 35 5 180
7 3 34 6 180
muestra directa 39 1 180

Una vez que se agregd el Bradford se llevo la placa a agitacion durante 2 minutos.
Seguido a esto se cuantific la cantidad de proteina en el equipo iIMARK/Bio-RAD.
Posteriormente se realizd una gréfica en excel y se determind la linea de tendencia y

utilizé la ecuacion para calcular la concentracion de las muestras.
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Se realiz6 una electroforesis en gel para determinacion de integridad de proteinas para la
cual se utiliz6 un gel comercial el cual sacamos de su empaque y se retird el peine con
cuidado de no mover los pozos. Posteriormente se ensambld el gel en la cAmara interna
de electroforesis, procurando que el lado en el que se ponen las muestras quede hacia
adentro de la camara interna, una vez que se instalé la cdmara en la caja de electroforesis
se agrego el buffer de corrida frio en la camara interna, llenando hasta que el buffer pase
el nivel de los pozos; y se vigilé que la cdmara no presentara alguna fuga. Después se
agrego el buffer de corrida frio en la parte exterior de la camara interna. Las muestras se
prepararon en una relacion 1:1 con el buffer de carga 2X y se calentaron a 95°C por 5
min. Se cargaron con una puntilla delgada para evitar que se derramaran hacia los pozos
vecinos. Las condiciones de corrida fueron de 125 V durante 2 horas.

El gel resultante se sometié al protocolo de Wester Blot para el cual se realiz6 lo

siguiente.

Acondicionamiento de la membrana se recort6 un pedazo de membrana PVDF
aproximadamente de 6x8 cm. Posteriormente se sumergié la membrana en Metanol 100%
durante 15 segundos y se transfirié la membrana a un contenedor de agua miliQ por 2
minutos asegurandonos de que no queden puntos secos sobre la membrana y se equilibré

la membrana en el buffer de transferencia por lo menos durante 5 minutos.

Seguido a lo anterior se remojaron las esponjas, papel filtro y la membrana (equilibrada)
en buffer de transferencia frio. Se retird y descartd a partir del gel de poliacrilamida la
porcion correspondiente al gel concentrador y se colocaron los componentes del

sandwich de transferencia: de la siguiente manera:

Tapa negra en el lado inferior

Esponja

Gel

Membrana

Papel filtro

Esponja

Tapa transparente

Una vez que se asegurd que no existen burbujas entre el gel y la membrana se colocé el

sandwich en el tanque de transferencia.
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Se transfirié a 4°C durante 1 hora a 100 volts y posteriormente se revelo la transferencia
con la solucion de azul de comassie durante 5 minutos y se lavo la membrana con buffer
de solucidn salina Tris-Tween (TBST) hasta eliminar por completo el colorante rojo.

Se reactivd la membrana con metanol y lavé con TBST antes de incubar con la solucién
de bloqueo.

Posteriormente se realizé la incubacion durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo
primario CXCR4 utilizando como solucion de bloqueo 1% de leche. Después de incubar
toda la noche se procedi6 a realizar una serie de lavados. Se colocd la membrana con
TBS-T 1x (frio), se agito por 5 minutos a temperatura ambiente. Se desecho el liquido y
agreg6 nuevo TBS-T 1x, y se agitd por 10 minutos a temperatura ambiente. Se repiti6 lo
mismo dejando 15 minutos en agitacion. Una vez realizados los lavados se utilizé un
anticuerpo secundario de conejo asi se detectd la region HRP del anticuerpo primario. Se
prepard la dilucion 1:20000 para el anticuerpo secundario con TBS-T 1x. Se coloco la
membrana y el anticuerpo secundario en un tubo falcén y se dejé en agitacion por 1 hora
a temperatura ambiente. Una vez terminada la incubacion se repitié la misma serie de
lavados con TBST-1x durante 5, 10 y 15 minutos respectivamente. Para el revelado se
utilizo el equipo ChemiDoc/ BIO-RAD para captar la reaccion luminosa resultante de la

adicion del revelador luminol (Clarity Western ECL Substrate).

7.3. Grupos de trabajo

Grupos para evaluacion del reclutamiento de MSC a corto plazo

Grupo CCls + MSC-GFP: 3 ratas con dafio hepatico inducido con CCls, con una
aplicacion de 3 x 10° MSC marcadas por transduccion con un vector adenoviral que
expresa la proteina verde fluorescente (GFP).

Grupo Control + MSC-GFP: 3 ratas sin dafio hepatico (aplicacién de vehiculo y con
una aplicacion de 3 x 106 MSC marcadas por transduccion de un vector adenoviral que
expresa la GFP.

Grupo Control: 3 ratas las cuales recibiran 250 uL de vehiculo via intraperitoneal a una
dosis igual al volumen de CCls posteriormente se les administro via intravenosa solucion

salina fisiolégica simulando el trasplante de MSC.
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Grupos para evaluacion del reclutamiento de MSC a largo plazo

Grupo CCls: 3 ratas con dafio hepatico cronico inducido con CCls administrado via
intraperitoneal, sin tratamiento se sacrificaron a los 2 meses post-trasplante.

Grupo CCls + MSC: 3 ratas con dafio hepatico cronico inducido con CCls administrado
via intraperitoneal, tratadas con 3 x10° MSC administrandolas via intravenosa se
sacrificaron a los 2 meses post-trasplante.

Grupo CCls + G-CSF: 3 ratas con dafio hepatico inducido con CCl4, con administracion
via subcutanea del G-CSF a una dosis de 300 ug/kg durante 3 dias posteriormente se
sacrificaron a los 2 meses post-trasplante.

Grupo CCls + G-CSF + MSC: 3 ratas con dafio hepético inducido con CCls, tratadas
con 3 x10° células madre mesenquimales via intravenosa y administracion subsecuente
via subcuténea del G-CSF a una dosis de 300 ug/kg durante 3 dias se sacrificaron a los 2
meses post-trasplante.

Grupo Control: 3 ratas las cuales recibieron 250 pL de vehiculo via intraperitoneal a
una dosis igual al volumen de CCls posteriormente se les administrd via intravenosa
solucion salina fisiolégica simulando el trasplante de MSC y se sacrificaron a los 2 meses
post-trasplante.

En la Figura 6 se muestran los diferentes grupos de trabajo.

38



,/

CCL v ip

~ 3 di Simbolo Parametros
CCl, + MSC-GFP —p <> 1as
MSC-GFP v iv ’ AST, ALT vy citocinas
vehiculo v ip / * CD34~
COI;tl‘(.)] 3 dias Sacrificio, parametros

] PBSviv bioquimicos, citocinas,
- / factores, SDF-1, cortes

= vehiculo v ip . histolégicos, PCNA, FISH.

Control + MSC-GFP 4 & 3 dias n=3

MSC + GFPviv

-

3 ’ "clliculd:’i[) ,/ /‘*'

Control

3d vsb PBSviv

T CCl, vip

cCL v ip e
CCl, + G-CSF
3d vsb
: CCl, v ip g
- d I <>,
CCl, + MSC

MSCviv

CCl, + G-CSF + MSC —

3d vsb  MSCviv

Figura 4. Grupos experimentales.

7.4. Determinacion de enzimas hepéticas

Se realizaron mediciones cada 2 semanas de ASTy ALT durante la estandarizacion del
modelo experimental. Una vez establecido el modelo experimental Gnicamente se
realizaron las mediciones de ALT y AST pre, post dafio inducido y al finalizar el
seguimiento.

La sangre se obtuvo de la cola de las ratas y al finalizar por puncion cardiaca y las

muestras fueron analizadas mediante el llab 300 Plus con 300 pL.

7.5. Determinacion de citocinas

Se determinaron los niveles séricos de las interleucinas: IL1-B, IL6, IL-10 y TNF-a pre y
post induccidn de dafio hepatico y al finalizar el seguimiento a través Luminex.

Para la preparacion de la muestra fue necesario realizar una dilucién 1:2 con buffer de
ensayo. Posteriormente se llevaron las muestras al vortex.

Todos los reactivos que se emplearon durante el ensayo se dejaron atemperar para su uso.
Primeramente se afiadieron al plato 200 pL de buffer de ensayo por pozillo y se agitaron

por 10 minutos, posteriormente se decantaron por inmersién del plato. A su vez se afiadio
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25 uL de estandar 6 control en el pozillo correspondiente, 25 pL buffer de ensayo a los
pozillos blancos, y 25 uL a los pozillos correspondientes a las muestras. Se afiadid
también 25 ul de solucion de matriz a los pozillos blancos, estandares y controles. En los
pozillos correspondientes a las muestras se anadio 25 pL de la muestra diluida
previamente con 1:2 con buffer de ensayo. A cada pozillo se le anadié 25 uL de perlas.
Asi se llavaron a incubar durante 2 horas. Se removio todo el contenido del plato por
inmersion y se realizaron 2 lavados con 200 puL de buffer de lavado. Posteriormente se
afiadieron 25 pL de anticuerpos de deteccion por pozillo. Se realizd una segunda
incubacion por 1 hora. Después de la incubacion se afiadieron 25 pL de Streptavidina —
Pycoerytrina por pozillo y se realiz6 una incubacién durante 30 minutos. Se removio el
contenido del plato y se realizaron 2 lavados con buffer de lavado. Se afiadieron 125 pL
de buffer para lectura, se dejo en reposo durante 5 minutos y se llevaron al Luminex para

la lectura.

7.6. Determinacion de factores de crecimiento HGF y TGF- p

Se determinaron los niveles séricos de HGF y TGF- B pre y post induccion de dafio
hepatico y al finalizar el seguimiento mediante ELISA.

En el caso de la determinacién de HGF (MHGO00, R&D Systems) previamente los
reactivos que se emplearon durante el ensayo se dejaron atemperar para su uso.
Primeramente se prepararon todos los reactivos incluidos estandares (se reconstituy6 una
solucion stock de 4000 pg/mL posteriormente se realizaron diluciones seriadas para
obtener 2000, 1000, 500, 250, 125 y 62.5 pg/mL respectivamente), los controles
(4nicamente se reconstituyeron con 1 mL de agua desionizada) y para las muestras fue
necesario realizar una dilucion 1:10: 20 pL muestra + 180 pL de diluyente calibrador
RD5-26 previamente diluido 1:4. Posteriormente se llevaron las muestras al vortex. Una
vez preparados los reactivos se afiadié a cada pozillo de trabajo 50 pL de diluyente de
ensayo RD1-38. A su vez se afiadio de acuerdo a lo correspondiente 50 pL. de estdndar,
control 0 muestra en cada pozillo. Se cubrio con material adhesivo y se dejo en
incubacion durante 2 horas. Transcurrido el tiempo se aspir6é cada tubo y se realizaron 5
lavados a cada uno con el buffer de lavado cada uno con 400 puL por pozillo, en cada uno

se secO por inversion en toallas secantes. Realizados los lavados se procedio a afiadir 100
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uL del conjugado Raton/Rata HGF a cada pozillo, se cubrio la placa con material
adhesivo y se incubd nuevamente 2 horas a temperatura ambiente. Al cumplirse el tiempo
se procedié nuevamente a realizar los 5 lavados con 400 pL. en cada lavado de buffer de
lavado por pozillo. Al cumplirse el tiempo se afiadié 100 pL de solucion de substrato a
cada pozillo y se incub6 durante 30 minutos protegiéndolo de la luz. Posteriormente se
afiadié 100 uL de solucion de parada a cada pozillo. Se mezcld sutilmente y se procedio a
determinar la densidad Optica en un transcurso no mayor a 30 minutos en el
espectrofotometro a 450 nm.

Por otro lado en el caso del TGF- B (ab119558, abcam) previamente los reactivos que se
emplearon durante el ensayo se dejaron atemperar para su uso.

Se realiz6 un pretratamiento a la muestra de suero de rata antes de iniciar el
procedimiento: 920 pL buffer de ensayo + 20 puL muestra + 30 pL HCI 1N y se dejo
incubando por 1 hora y posteriormente se afiadio 30 uL. NaOH 1N.

Para inciar el procedimiento se realizaron 2 lavados con solucion de buffer de lavado 1X
400 pL por pozillo. Después de realizar los lavados y realizar el secado con las toallitas
absorbentes por inversion de la placa, se dejé secar un lapso no mayor a 15 minutos.
Posteriormente se anadié 100uL de estandares previamente preparados (4000,
2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5 y 31.3 pg/mL) en cada pozillo correspondiente. En los
pozillos a los cuales se afiadid muestra se coloco 80 puL de buffer de ensayo 1X y 20 uL.
de muestra pretratada en cada pozillo. Posteriormente se cubri6 la placa con material
adhesivo durante 2 horas en agitacion a 400 rpm. Al finalizar el tiempo se removio el
material adhesivo y se realizaron 5 lavados en cada pozo con 400 uL de buffer de lavado
1X y se seco la placa con toallitas absorbentes por inversion. Posteriormente se afiadio
100 uL del anticuerpo conjugado con biotina a cada pozillo. Se cubrié con material
adhesivo y se dejé incubando durante 1 hora a una temperatura de 18 — 25 °C e agitacion
a 400 rpm. Transcurrido el tiempo se realizaron 5 lavados con 400 pL de buffer de lavado
1X cada pozillo se deshecho y seco con toallitas absorbentes por inversion de la placa.
Finalizado esto se afiadi6 100 pL de solucion de substrato TMB a cada pozillo. Se incubd
a una temperatura de 18 — 25 °C durante 30 minutos evitando la exposicion a la luz.
Posteriormente se afiadié 100 pL de solucion de parada y se procedid a leer absorbancia

en un espectrofotometro utilizando una longitud de onda de 450 nm.
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7.7. Exdmenes histopatologicos

Después del sacrificio de los animales en estudio de cada grupo, una parte del tejido
hepatico se fijé en formol al 10% y se proceso para incluirlo en parafina. De las secciones
se realizaron cortes de 5 um de espesor y se realizaron las tincionesde Hy E, TM y RS

para colagena.

7.7.1. Inclusién en parafina

Las muestras colocadas en cassetes y embebidas en formol al 10% se deshidrataron en
acetonas graduales 70%, 90%, 90%, 100%, 100%, 20 min en cada una. Después se
colocar en las siguientes soluciones acetona/xilol, xilol 100%, xilol 100% cada una por
20 min. Posteriormente se colocaron en dos soluciones de parafina liquida por 30 min en
cada una a 60°C. Después se colocaron las muestras en bloques de inclusion y se
embebieron las muestras con parafina, se dejo enfriar el bloque para después
desmontarlo del bloque y proceder a hacer los cortes en microtomo. Para poder realizar
las tinciones las laminillas con los cortes se colocaron en un horno a 60°C por 15 min
para desparafinizar, posteriormente se colocaron en xilol 5 min, etanol/xilol 5 min, etanol
absoluto 2 min, alcohol de 96° por 2 min y se enjuagaron lentamente en agua destilada.

En éstas condiciones se procedio a realizar las tinciones correspondientes.

7.7.2.Tincién de Hematoxilina y Eosina

Una vez desparafinado se colocaron en solucion de hematoxilina por 2 min y se
realizaron dos lavados con agua de la llave lentamente. Después se realiz6 una inmersién
rapida en alcohol acido. Se realizaron dos lavados con agua de la llave lentamente,
posteriormente con agua destilada. Después se realizaron dos inmersiones rapidas en
agua amoniacal y un enjuague lento con agua de la llave y agua destilada.
Inmediatamente después se realizaron 6 inmersiones rapidas en eosina. Se deshidrataron
en alcoholes 96%, etanol absoluto, alcohol-xilol por 15 s cada uno y se aclararon en 2
cambios de xilol de 15 s cada uno y se montaron con resina.

Las laminillas se observaron bajo microscopio optico (Olympus BH-2) y se les tomd

fotografia.
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7.7.3. Tincidn tricrémico de Masson

Una vez desparafinizado se colocaron en solucion de Bouin durante toda la noche a
temperatura ambiente o de 30 a 60 min a 65°C. Posteriormente se lavaron con agua de la
llave hasta que se pierda el color amarillo y enjuagar con agua destilada. Para tefiir
nucleos se dejaron en hematoxilina férrica de Weigert por 10 min. Posteriormente se
lavaron con agua de la Ilave por 5 min. y se enjuagd con agua destilada hasta que dejé de
salir el color de la hematoxilina. Despues se tifiio en solucion de fucsina-escarlata por 5 s
(el tiempo depende de la muestra). Se realizaron lavados en agua destilada hasta dejar de
tefiirse. Se colocaron en solucién de éacidos fosfotungstico-fosfomolibdico por 10 min.
Posteriormente se enjuagaron brevemente en agua destilada. Se tifiio con azul de anilina
por 15 s (el tiempo depende de la muestra). Posteriormente se realizé un lavado con agua
destilada hasta que dejo de tefiirse. Se realizd una inmersioén de 15 s en 4cido acético
acuso al 1%. Después se deshidrato en alcoholes 96%, etanol absoluto, alcohol-xilol por
15 s cada uno y se aclararon en 2 cambios de xilol de 15 s cada uno y montaron con
resina.

Las laminillas se observaron bajo microscopio optico (Olympus BH-2) y se les tomd

fotografia.

7.7.4. Tincion Rojo sirius

Primeramente se desparafinizaron las secciones necesarias e hidrataron en agua destilada.
Se aplic6 adecuadamente la solucion de RS cubriendo completamente las secciones de
tejido e incubaron durante 60 min. Se enjuagaron rapidamente los cortes en 2 cambios de
solucion de acido acético. Posteriormente se enjuagaron los cortes en alcohol absoluto y
se deshidrataron en 2 cambios de alcohol absoluto. Por Gltimo se limpio el corte y se

monto con resina sintética.

7.7.5. Inmunohistoquimicas

Las muestras incluidas en parafina se desparafinizaron y se hidrataron con agua destilada
por 20 s. Posteriormente se reactivo la antigenicidad del tejido con buffer de citratos pH 6
a 80-90°C por 20 min. Después se lavaron con PBS-Tritdn (3 gotas en 500 mL de PBS)
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dos veces por 5 min. Se afiadio peroxido de hidrogeno (3% en agua) para bloquear a la
peroxidasa endogena por 20 min. Se realizaron 3 lavados con buffer PBS/Tritén por 2
min cada una. Se afiadio bloqueador de proteinas por 40 min. Se lavo 3 veces con buffer
PBS/Triton por 2 min cada una. Después se afiadié el anticuerpo primario a la
concentracion adecuada y se incub0 toda la noche (anti- PCNA y SDF-1). Después se
recupero el anticuerpo primario y se lavaron 3 veces con buffer PBS/Triton por 2 min
cada una. Después se afiadio el anticuerpo secundario biotinilado e incubaron por 20 min.
Se lavaron 3 veces con buffer PBS/Triton X por 2 min cada una. Se afiadid la
estreptavidina conjugada con peroxidasa e incubar por 20 min. Nuevamente se realizaron
3 lavados con buffer PBS/Tritbn X por 2 min cada una. Después se afadid
diaminobenzidina (DAB 10%) y se incubaron de 5 a 10 min. Después se lavaron con PBS
y agua destilada. Se realizd una contratincion con hematoxilina de Gill por 2 min.
Después se lavaron con agua por 20 s hasta que deje de tefiirse. Se deshidrataron con
alcoholes 95%, alcohol absoluto, alcohol/xilol por 15 s y se aclararon con 2 cambios de

xilol, cada uno de 15 s y montaron con resina.

7.8. Fluorescencia de GFP en cortes en fresco
La otra parte del tejido hepatico se incluy6 en Tissue TEK O.C.T compound para realizar
cortes en fresco de 5 um y asi se observo la fluorescencia de la GFP en el tejido en el

microscropio de fluorescencia.

7.8.1. Transduccion con vector adenoviral

En una primera etapa 3 dias post- trasplante se dio seguimiento a las MSC trasplantadas
marcadas con GFP, expresado através de un vector adenoviral. Se sembrd una cantidad
conocida de células, éstas se adaptaron al plato de cultivo, pegaron y llegaron a un 80%
de confluencia. Con ello se calculo la cantidad de vector necesario 50 multiplicidad de
infeccion (MOI) por celulas y se les admnistraron a la rata via intravenosa (Du et al.,
2013).

7.9. Hibridacion fluorescente in situ (FISH)

Seguimiento a las céulas trasplantadas mediante el rastreo del cromosoma Y de las céulas
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madre implantadas.

Los requerimientos basicos de la Hibridacion In Situ con Fluorescencia (FISH)

son los siguientes:

a) Sonda especifica para la secuencia de interés.

b) Mareaje fluorescente de la sonda que permita una deteccidn apropiada.

c) Espécimen bioldgico debidamente preservado para poder determinar la

localizacion de la sonda marcada después de la hibridacion.

El primer pas6 que se realizd fue colocar el higado en buffer de formol al 10%.
Posteriormente se embebieron en parafina y se realizaron cortes de 5 pum sobre
portaobjetos de vidrio silanizados. Los portaobjetos se colocaron secuencialmente en
xileno durante 15 minutos dos veces. Seguido en etanol al 100 % durante 5 min dos
veces. Después se colocaron en buffer salino de citrato de sodio (SCC) 2X, pH 7 por 2
min a 73°C. Después se transfirieron los portaobjetos a una solucion de 0.005% de
Pepsina durante 10 min a 37°C. Como siguiente paso se realiz6 un lavado en PBS 1X
durante 5 min a temperatura ambiente. Una vez lavados se fijaron en solucion de
formalina 2.5% durante 5 min a temperatura ambiente. Una vez fijados los portaobjetos
con las muestras se les realizd nuevamente un lavado en PBS 1X el cual contenia pocas
gotas de Glicina 1M pH 8.5 esto por un tiempo de 5 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se deshidrataron por inmersion secuencial durante 1 min en solucion de
etanol al 70%, 85% y 100% a temperatura ambiente. Seguido a esto se prepard la sonda
de cromosoma Y de rata (IDRF1069, Empire genomica) 2 uL de la sonda prueba + 8 pL
de buffer de hibridacion. Se aplicaron 10 uL de la sonda previamente diluida y se cubrio
con portaobjetos y sell6 con pegamento. Se coloc6 durante 2 min a 69 °C y
posteriormente se realiz6 la hibridacién a 37 — 42 °C en camara himeda durante 16 horas.
Al finalizar el tiempo se realiz6 la post —hibridacion para el cual se prepar6 solucion SSC
0.4X con 0.3% Igepal se colocd en una jarra y calenté hasta que alcanzara una
temperatura de 73°C. Una vez equilibrada la temperatura se removid cuidadosamente el
pegamento y cubreobjetos de cada laminilla y se colocaron en la solucion de SSC 2X con
0.1% Igepal a temperatura ambiente. Se agitaron periddicamente. Posteriormente se
lavaron en solucion caliente SSC 0.4X durante 2 min y transfirieron a solucion SSC 2X e

incubaron a temperatura ambiente durante 1 min. Seguido a esto se lavaron las laminillas
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en agua destilada y dejaron secar. Una vez secas se realizd el montaje con
VectaShield/DAPI y procedio a realizar el andlisis en el microscopio utilizando la

longitud de onda de excitacion 499 nm y emision 522 nm

7.10. Andlisis estadistico

Todos los datos se presentan como media * desviacion estandar (DS) para una n=3 ratas
por grupo experimental. Se emple6 la prueba de T student, Dunet. Se consideré una
p<0.05 como significativa. Los datos se analizaron con el programa estadistico SPSS
19.0.
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CAPITULO VIII
RESULTADOS

8.1. Estandarizacion del modelo de dafio hepatico inducido por CCls en ratas
Wistar.

8.1.1. Experimento preliminar dosis 1 mL/kg de 10% de CCl4

Con la dosis que se administrd6 de 1 mL/kg de 10% de CCls en aceite mineral via
intraperitoneal 3 veces por semana (Lee et al. 2005) durante 7, 10 y 12 semanas. En 3
ratas hembras Wistar se encontré una elevacion de la enzima ALT al inicio 45 UI/L sin
embargo, al realizar el analisis histologico se observé que a la semana 7 (78 UI/L) en el
tejido hepético s6lo se observaban microvesiculas, a la semana 10 (110 UI/L) se
observaron pequefas fibras de colagena y a la semana 12 (119 UI/L) nuevamente sélo
microvesiculas (Figura 5).

Las tinciones realizadas a los tejidos de HyE al tiempo de sacrificio de cada rata.

Control

CCl, 7 semanas

CCl; 10 semanas
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Figura 5. Anatomia y cortes histologicos de higado. A.) Imagen anatémica del higado control. B.) HyE
Parénquima conservado. C.) Higado con bordes regulares. D.) HyE 100x. Microvesiculas. E.) Higado con
bordes irregulares. F.) HyE 100x. Pequefias fibras de colagena. G.) Higado con bordes regulares. H.)
Microvesiculas. Amplificacion 100X

8.1.2. Aumento de dosis de CCl4

El grupo de machos se sacrificd a las 11 semanas mostrando una elevacion de la enzima
ALT que se realizd cada 2 semanas: basal: 39 Ul/mL, sem 2: 58 Ul/mL, sem 4: 5707
Ul/mL, sem 6: 4550 Ul/mL, sem 8: 3173 Ul/mL, sem 1: sem 10: 1133 Ul/mL. Se
observé un aumento en la parte abdominal, se les realiz6 una puncién con jeringa y
observamos que presentaba ascitis. EI higado mostr6 una superficie micronodular (Figura
6C). La tincion de HyYE mostré microvesiculas y puentes de colagena (Figura 6 H).

Los grupos de hembras se sacrificaron a la semana 12 y 13 tuvieron un comportamiento
muy similar, mostraron una elevacion de la enzima ALT: basal: 37 Ul/mL, sem 2: 531
Ul/mL, sem 4:316 Ul/mL, sem 6: 2511 Ul/mL, sem 8: 3254 Ul/mL, sem 10: 3096
Ul/mL, sem 11: 1054 Ul/mL, sem 12: 618 Ul/mL, sem 13: 449 Ul/mL. A partir de la
semana 5 se observo un aumento en la parte abdominal se realizé puncién abdominal y
también se observd liquido de ascitis. EI higado mostrd apariencia micronodular en
ambos grupos y la histologia reveld distorsion del parénquima hepético y presencia de
puentes de colagena (Figura6 E, F, G, H)

En los 3 grupos la sobrevivencia de los grupos fue del 50%.
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Control

CCl,; 11 semanas

CCl, 12 semanas

CCl,; 13 semanas

Figura 6. Imagen anatémica e histologia a diferentes semanas de establecimiento del dafio hepatico.
A.)Imagen anatémica del higado con bordes egulares. B.) Tincidn HyE 100x Parénquima conservado. C.)
Higado con superficie micronodular. D.) Tincion HyE 100x. Microvesiculas y puentes de colagena. E.)
Higado con superficie micronodular. F.) Tincion HyE 100x. Presencia de puentes de colagena. G.) Higado
cirrético. H.) Tincién HyE Distorsién del parénquima hepatico, presencia de puentes de colagena.

8.1.3. Aumento gradual de dosis de CCls + Pentobarbital 0.3g/L en la bebida.

Se inici6 con un grupo de 7 ratas Wistar hembras, se realizd la determinacion de ALT
cada semana: basal: 60 Ul/mL, sem 2: 357 Ul/mL, sem 3: 699 Ul/mL, sem 4: 418
Ul/mL, sem 5: 319 Ul/mL, sem 6: 737 Ul/mL, sem 7: 101 Ul/mL. Las ratas presentaron
asictis, se corrobord con puncion abdominal. La sobrevida de las ratas fue muy baja a la
semana 5 murieron 3 ratas, y en lasemana 6 murieron 3 ratas, Unicamente sobrevivio 1
rata en la cual el higado se observd con apariencia micronodular, y la tincion de HyE

mostré puentes de colagena (Figura 7).

Control

CCl, + Pentobarbital
7 semanas
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Figura 7. Imagen anatdmica e histoldgica del higado con dafio hepético. A.) Higado sano. B.) Tincion
HyE 100x. Parénquima conservado. C.) Higado con superficie micronodular. D.) Tincion HyE 100x.
Puentes de colagena.

8.1.4. CClacon esquema de dosis aumentado por semana.

Con el esquema de dosis de: 500 mg, 570 mg, 610 mg, 850 mg, 1000 mg por kg de peso
en 250 uL de aceite mineral; con frecuencia de 3 veces por semana y la Gltima dosis
administrada por un total de 4 semanas via intraperitoneal, se logro llegar a la etapa de
cirrosis hepética en la semana 8. La ALT mostrd un aumento significativo (p<0.01) a la

semana 8 (Figura 8).
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Figura 8. Determinacion de enzimas hepéticas en el modelo experimental. A. ALT. B.AST. Media
DE. *p<0.05, **p<0.01.

Los factores de crecimiento como el HGF no mostraron diferencia estadisticamente
significativa al comparar el valor inicial versus la semana 8. Por otro lado, el TGF-B

mostré un aumento significativo a la semana 8 (p<0.001) (Figura 9).
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Figura 9. Determinacion de factores de crecimiento en el modelo experimental. A. HGF. B.TGF-B.
Media £ DE. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Las citocinas IL-1B, IL-6, IL-10 y TNF-a mostraron un aumento significativo a la
semana 8 (p<0.0001) (Figura 10).
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Figura 10. Determinacion de citocinas en el modelo experimental. A. IL-1B. B.IL-6. C. IL-10 D. TNF-
a. Media £ DE. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

La histologia demostr6 como resultado la presencia evidente de los puentes de colagena y

confirmando por las tinciones de TM y RS (Figura 11).

Higado H&E

Control

CCl, 8 semanas

CCl, 16 semanas

Figura 11. Imagenes anatomicas e histologicas del modelo de dafio hepatico establecido. A) Higado
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con bordes regulares. B) HyE 100X Parénquima conservado. C) TM 100X. Ausencia de tejido fibroso. D)
Ausencia de fibras de colagena. E) Higado con superficie micronodular. F) HyE 100X. Degeneracion
hepatocelular y distorsidn arquitectural. G) TM 100X Resalta la presencia de los puentes de colagena de la
cirrosis. H) RS 100X Resalta la presencia de puentes de coladgena. 1) Higado cirrético. J) HyE 100X
Distorsion de la arquitectura del parénquima hepatico. K) TM 100X Presencia de puentes de colagena. J)
RS 100X Presencia de puentes de colagena.

8.2. Células derivadas de tejido adiposo expresan MSC CD90* y CD105*

A partir de una placa de 75 cm?, al 70-80% de confluencia, por células adherentes de
apariencia fusiforme derivadas de tejido adiposo, con tres pasajes de cultivo, se obtuvo el
ARN total para la evaluacion de la expresion relativa de marcadores especificos para
MSC por PCR en tiempo real. CD90 y CD105 marcadores especificos de MSC,
presentaron una expresion de 60.5 £ 0.1y 24.8 £ 0.1 % de la expresion del ARNm de -
actina respectivamente. Mientras que los marcadores hematopoyéticos CD34 y CD45
representan solo el 4 £ 1.5y 10.4 + 0.4 % de la expresion de B-actina respectivamente
(Figura 12).
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Figura 12. Expresion génica de marcadores de MSC. Expresion alta de CD90*, CD105", y baja de
CD34, CD45, p-actina considerado como gen de expresién endégena Valores expresados en media + DE
(n=3).

8.2.1. Expresion del receptor CXCR4 en MSC de tejido adiposo

Se observo expresion de la B-actina a 43 kDa en el control positivo y en las muestras de
MSC. Al analizar la expresion de CXCR4 en el gen enddgeno y muestras analizar se

encontrd que en las células Hela (control positivo) el porcentaje de expresion fue de 31.2
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% Yy en MSC de tejido adiposo en pasaje 3 el porcentaje de expresion fue de 23.5 % +
4.98 (Figura 13).

100
90
80
70

Hela MSC MSC

B-actina .
43kDa
30
CXCR4 \
39kDa 20
T -
0
Hela MSC

Figura 13. Western blot receptor CXCR4 en MSC. A. Expresion de CXCRA4. B. Porcentaje de expresion
de CXCR4 en MSC. Media = DE (n=2).
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8.3. Determinacion de poblacion CD34*

La poblacion de CD34 + se analizd antes y 24 horas después del tratamiento con G-CSF.
El tratamiento indujo una significativa movilizacién de células hematopoyéticas CD34*
en: CCls + G-CSF (0.20 + 0.17% antes vs. 1.50 + 0.50% después del tratamiento, p
<0.01) y CCls + G-CSF + MSC (0.57 *+ 0.25%, antes vs. 1.70 + 0.36% después del
tratamiento, p <0.05). No encontramos diferencias en el control (0.20 + 0.10% antes vs.
0.21 % 0.05% después de la solucion salina, p = NS) o CCls (0.13 = 0.06%, antes vs.
0.016 = 0.05%, después de la solucion salina, p = NS).

Tabla 2.

Tabla 2. Determinacién CD34* antes vs después de la movilizacién en cada grupo experimental.

, CD34" antes de CD34+ despues de
Grupos experimentales T U
movilizacion movilizacion
Control 0.20+0.10 0.21 +£0.05
CCly 0.13+0.06 0.16 + 0.05
CCls + G-CSF 0.20 +0.17 1.50 + 0.50 **
CCls + MSC 0.26 + 0.05 0.73+0.20
CCl4 + G-CSF + MSC 0.57+0.25 1.70+0.36 *

Valores son expresados como media = DE (n=3). Los simbolos, *, ** representan la significancia
estadistica p<0.05 y p<0.01, respectivamente.
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8.4. Niveles de transaminasas en suero

AST y ALT disminuyeron significativamente en los grupos tratados con CCls + G-CSF y
CCl4 + MSC en comparacion con el grupo CCls a las 16 semanas (p <0.001). Ademas, la
AST disminuy6 en CCls + G-CSF + MSC (p <0,05) en comparacion con el grupo CCly
(Figura 14 A, B).
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Figura 14. Niveles en suero de transaminasas a las 8 y 16 semanas en los grupos tratados. A. Alanino
aminotransferasa (ALT); B. Aspartato aminotransferasa (AST). Media = DE (n=3). *p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001, ****p < 0.0001.

8.5. Determinacién de los cambios séricos de factores de crecimiento (HGF y TGF-
B) y citocinas (IL1-p, IL6, IL-10 y TNFa).

Los niveles de HGF del control positivo (CCls) se mantuvieron similares en a las 8 y 16
semanas (p = NS) (Figura 15 A), mientras que disminuyeron significativamente a las 16
semanas en CCls+G-CSF (p <0.01). Niveles de HGF aumentaron significativamente en
CCl4+MSC a las 16 semanas en comparacion con el grupo CCls (p <0.05) (Figura 15 A).
En el grupo control no hubo diferencia significativa en el TGF-B 8 vs 16 semanas. Sin
embargo, mostré una disminucion significativa en los niveles de TGF-$ entre 8 y 16
semanas en el grupo CCls (p <0.01). A las 16 semanas se observd una disminucion
significativa en los niveles de TGF-B en CCls + MSC (p <0.01) y CCls + G-CSF + MSC
(p <0.05) (Figura 15 B).
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Figura 15. Niveles de factores de crecimiento a las 8 y 16 semanas en los diferentes grupos de estudio.
A. Factor de crecimiento de hepaocitos (HGF); B. Factor transformante beta (TGF-B). Media + DE, (n=3).

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.

Una recuperacién natural en IL-1B e interleucina 6 parecié ocurrir a las 16 semanas (p

<0.001) en el grupo CCl4 (Figura 16 A, B). Sin embargo, los tres grupos de tratamiento

tuvieron disminuciones significativas en IL-1p (p<0.001) (Figura 16 A), en contraste con

los niveles de interleucina 6 que no fueron alterados por los grupos de tratamiento (Figura

16 B). IL-10 se incrementd a las 16 semanas en todos los grupos de tratamiento: CCls+G-
CSF (p <0.05), CCl4+MSC, y CCls+G-CSF+MSC frente a CCls (ambos p <0.001)
(Figura 16 C). Los niveles de TNF-a disminuyeron en todos los grupos de tratamiento:
CCls+G-CSF (p <0.05), CCls+MSC, y CCls+G-CSF+MSC (ambos p <0.001) (Figura 16

D).
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Figural6. Niveles de citocinas a las 8 y 16 semanas en los diferentes grupos de estudio. A. Interleucina
1B (IL-1B); B. Interleucina 6 (IL-6); C. Interleucina 10 (IL-10); D. Factor de necrosis tumoral o (TNF-o).
Media + DE (n=3). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.

8.6. Andlisis histopatoldgico

El grupo CCls mostré degeneracion hepatocelular, con presencia de nédulos medianos y
pequefios con bandas fibrosas bien formadas a las 8 semanas (METAVIR F4) (Figura 17
D, E, F). Sin embargo, a las 16 semanas se observo fibrosis en puente con la presencia de
nodulos medios con bandas fibrosas delgadas (METAVIR F3) (Figura 17 G, H, I). A las
16 semanas, los grupos CCls+G-CSF y CCl4s+MSC mostraron presencia de septos y
puentes finos (METAVIR F2) vs CCls a las 8 semanas (Figura 17 J, K, L, M, N, O). A
las 16 semanas, el grupo CCls+G-CSF+MSC mostré presencia de septos, puentes
delgados, pequefios y nddulos medianos, y disminucién de la fibrosis a F3 frente a CCls
en 8 semanas, pero no se encontraron diferencias en comparacion con el grupo CCls a las
16 semanas (METAVIR F3) (Figura 17 P, Q, R).

56



Control

CCl, 8 semanas .
CCl, 16 semanas .

o

ccl, + G-CSF

WA
]
y =
‘ ,

CCl, + G-CSF + MSC

Figura 17. Fotomicrografias de tejido hepético tratado con seguimiento a las 8 y 16 semanas. Lado
izquierdo H&E; centro TM; derecha RS. A,B,C: grupo control. D,E,F: CCls 8 semanas. G,H,I: CCl, 16
semanas. J,K,L: CCls + G-CSF. M,N,O: CCl, + MSC. P,Q,R: CCls + G-CSF + MSC. Amplificacion
(100x).

En el grupo CCls el porcentaje de colageno se incrementé significativamente en 20.81 +
0.31% a la semana 8 en comparacion con el grupo control, 0.67 + 0.01% (p <00001). En
el primero, hubo una reduccion espontanea de la cuantificacion de coldgeno a 7.81 +
0.68% a las 16 semanas (p <0.001). Sin embargo, en los grupos tratados hubo una
reduccion adicional de colageno a las 16 semanas: CCls+G-CSF 2.02 + 0.45%;
CCl4+MSC 2.32 £ 0.22%; CCl4+G-CSF+MSC 3.57 + 0.29% (p <0.001) (Figura 18).
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Figura 18. Cuantificacion de colagena en tejido hepatico en los grupos evaluado después del
tratamiento a las 16 semanas. Cuantificacion del porcentaje de colagena tefiido con rojo sirius. Diferencia
estadisticamente significativa en los diferentes grupos de estudio. Media £ DE (n=3). ***p<0.001,
**p<0.01, *p<0.05.

8.7. Actividad proliferativa

En el grupo CCly, la expresion de PCNA disminuyd (p <0.05) a las 8 y 16 semanas en
comparacion con el grupo control. En los grupos tratados, la expresion de PCNA
aumento significativamente en CCls+G-CSF (p <0.001), CCl4+MSC (p <0.001) y
CCl4+G-CSF+ MSC (p <0.05) en comparacion con grupo CCls a las 16 semanas (Figura
19).
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Figura 19. Analisis de inmunohistoquimica de PCNA en tejido hepéatico en los grupos evaluado

58



después del tratamiento a las 16 semanas. Inmunohistoquimica del antigeno de proliferacion celular
(PCNA) en tejido hepatico: evaluacion de la intensidad de la tincion. Diferencia estadisticamente
significativa en los diferentes grupos de estudio. Media = DE, n=3. *p<0.05, **p<0.001.

8.8. Expresion de SDF-1

En el grupo CCl4 la expresion del SDF-1 aumento a las 8 semanas mostré una p<0.001 al
compararlo con el grupo CCls 16 semanas y grupo control. En los grupos tratados se
observo una disminucion en CCls + G-CSF (p<0.001), CCls + MSC (p<0.001), y en el
grupo CCls + G-CSF + MSC no se encontrd diferencia estadisticamente significativa al
compararlos con el grupo CCls 16 semanas. Al comparar los grupos CCls + G-CSF vs
CCls + MSC no se observo diferencia estadisticamente significativa. Sin embargo, se
encontrd una disminucién con una p<0.001 al comparar CCls + G-CSF vs CCls + G- CSF
+ MSC y en el grupo CCls + MSC vs CCls + G-CSF + MSC con una p<0.001 (Figura
20).

SDF-1(INR)

Control Positivo Control CCl, § semeanas CCly 16 semanas CCl,+G-CSF CCl,+MSC CCly +G-CSF +MSC

Figura 20. Inmunohistoquimica de SDF-1 en tejido hepatico 8 y 16 semanas. Evaluacion de la
intensidad de la tincion. Diferencia estadisticamente significativa en los diferentes grupos de estudio.

Media + DE, n=3. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.
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8.9. Reclutamiento de las células madre mesenquimales en dos etapas
8.9.1. Reclutamiento MSC marcadas con GFP 3 dias post-trasplante

El anélisis de las MSC solo se realizd en manera cualitativa, las cuales se observaron
unicamente en el CCls + MSC — GFP 3 dias post-trasplante (Figura 21 A), en el grupo
Control + MSC-GFP no se observaron células fluorescentes en el tejido hepatico (Figura

21 B), en el grupo control tampoco se observo fluorescencia (Figura 21 C).

MSC-GFP

CCl, + MSC -GFP

Control + MSC -
GFP

Control

C

Figura 21. Reclutamiento MSC-GFP 3 dias post-trasplante. A) Identificacion de MSC-GFP en zonas de
dafio de parénquima B) Ausencia de MSC- GFP. C) Ausencia de Fluorescencia.
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8.9.2. Rastreo del cromosoma Y mediante FISH a largo plazo en el modelo
experimental

El rastro del cromosoma Y mediante Fish se realizé 60 dias post trasplante de las MSC.
En el control negativo Unicamente se mostro la tincion por DAPI a los nucleos de las
células. Se observd la presencia del cromosoma Y en el control positivo. El analisis en
los grupos CCls + MSC y CCls + G-CSF + MSC se realizd Unicamente en forma

cualitativa en el cual se observd presencia en ambos (Figura 22).

FISH

Control

Control Positivo

CCl, + MSC

CCl, + G-CSF + MSC

Figura 22. Rastreo del cromosoma Y mediante FISH. A) Identificacion de ndcleos (DAPI) en tejido
hepético. B) Control positivo. ldentificacion cromosoma Y (utilizando sonda verde cromosoma Y)
contratincion para ndcleos (DAPI). C) CCl, + MSC identificacion de cromosoma Y marcado con sonda
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verde fluorescente y contratincién de nicleos con DAPI. D) CCls + G-CSF + MSC identificacion de
cromosoma Y marcado con sonda verde fluorescente y contratincion de nicleos con DAPI.

CAPITULO IX
DISCUSION

El tratamiento aislado con MSC derivadas de AT mostré una mejoria mayor en funcion
hepatica en comparacion con el tratamiento de movilizaciéon de HSC inducido con G-
CSF. MSC tuvo los mejores resultados al comparar las tres terapias contra el control
positivo, en HGF, TGF-B e IL-10 (p <0.05, p <0.01 y p <0.01, respectivamente). Sin
embargo, no se observd diferencia en el analisis histopatologico o cuantificacion de
coladgena. Los niveles de HGF y TGF-B reflejaron las mejores condiciones para el
proceso de regeneracion; esto puede verse antes de los cambios histolégicos. Se observé
una menor mejoria cuando se combinaron estas terapias. En todos los grupos de
tratamiento, IL-1p y TNF-a disminuyeron, probablemente reflejando un efecto
antiinflamatorio. Asimismo, se observo una elevacion en IL-10, que pudo reflejar la
regulacién de las citocinas inflamatorias. Ademas, el tratamiento de la cirrosis
experimental con MSCs estimularon los niveles mas elevados de HGF e inhibieron los
niveles de TGF-B, esto podria reflejar una mejor capacidad de homing de las MSC que
las HSC.

MSC derivadas de AT se caracterizaron por adherencia al plastico y expresion de
marcadores especificos segun lo reportado por Lofty et al., quienes mostraron alta
expresion de CD90 y CD105 y baja expresion de CD34 y CD45 (Lofty et al., 2014).

En estas células se ha reportado la expresion de receptores en la membrana los cuales
juegan un papel importante en el homing de la MSC. Entre algunos de ellos uno de los
mas estudiados es el receptor CXCR4 el cual se ha encontrado expresado en MSC de
médula dsea y tejido adiposo. En nuestros resultados se observd expresion del receptor
CXCR4 en las MSC en pasaje 3. Este resultado es similar a lo que reporta Alexeev et al.,
quienes mencionaron que la expresién de CXCR4 se observa en mayor expresion hasta el
pasaje 4 (Alexeev et al., 2013). Baek et al., también reportaron la expresion de CXCR4
en MSC obtenidas de tejido adiposo en pasaje 3 (Baek et al., 2011).
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Encontramos que el G-CSF induce la movilizacién de HSC que expresan marcadores de
superficie CD34". En consecuencia, Mark et al., (Mark et al., 2010) observé un aumento

en poblacion CD34" en un modelo experimental agudo de CCl. utilizando G-CSF.

El aumento de enzimas hepaticas (ALT y AST), TGF-B (Muriel et al., 2003, Liu et al.,
2015), IL-1p y TNF-a citocinas proinflamatorias son parametros asociados con dafio
hepético, fibrosis e inflamacion activa (Manna et al., 2016, Rocha et al., 2014). De
manera similar, en un modelo de lesion crénica de CCls tratado con MSC (Li et al.,
2013), hubo una mejora en funcién hepatica y disminucion de ALT y AST. Ademas, el
tratamiento con G-CSF (Tsolaki et al., 2014) mejoré el dafio hepético y disminuyo la
ALT (Tsolaki et al., 2014, Liu et al., 2015, Li et al., 2013). La ALT es una enzima méas
especifica de dafio hepéatico que la AST. Sin embargo, en nuestro modelo, la mejora se
reflejé en una disminucion en la AST en todos los grupos de tratamiento, mientras que se
observé una mejoria de ALT en CCls+G-CSF y CCIl4+MSC, pero no en CCls+G-
CSF+MSC. Con estos experimentos, es imposible determinar por qué hay una respuesta
diferente entre ALT y AST.

Una disminucion en TGF-B puede estar asociada con fibrosis disminuida (Zhao et al.,
2012). En nuestro modelo, tanto CCl4+MSC (p <0.01) y CCls+G-CSF+MSC (p <0.05)
grupos tuvieron un impacto significativo disminuyendo TGF-B. Los cambios en los
niveles séricos de HGF y TGF-B pueden no reflejarse en la histologia del higado en
nuestro modelo, posiblemente debido a que se utilizé un breve periodo de observacion
para definir si estos factores de crecimiento predicen la evolucion de la fibrosis. En
nuestro modelo, el aumento de HGF y la disminucién de TGF-B en los tres grupos
sugiere una respuesta adecuada al tratamiento, con HGF elevado que indica reparacion y
disminucion de TGF-B que indica disminucion de fibrosis.

Estudios in vitro han demostrado que las MSC en cultivo pueden producir HGF e inhibir
las células hepaticas estelares (Yu et al., 2015) y estudios in vivo de fibrosis experimental
han demostrado que las MSC aumentan los niveles de HGF circulantes (Yu et al., 2015,
Li et al., 2013), lo que estimula la regeneracion y aceleran la proliferacion de hepatocitos
(Yannaki et al., 2005, Liu et al., 2015). En el estudio actual, las MSC estimularon el

mayor aumento de HGF, posiblemente reflejando reparacion de dafios. Ademas, PCNA
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aument6 en MSC y G-CSF (p <0.001) y G-CSF+MSC (p <0.05). Li et al. (Li et al., 2013)
abordd los efectos terapéuticos de MSC y HSC en un estudio de cirrosis experimental, y
reportd que las MSC tenian una mayor capacidad de homing para los higados dafiados y
mayor capacidad para promover la proliferacion de hepatocitos.

En otro modelo de fibrosis hepatica tratado con MSC (Zhao t al., 2012), IL-1p y TNF-a
disminuyeron, de manera consistente con nuestros hallazgos. También se ha demostrado
previamente que el TNF-a disminuye con el tratamiento con G-CSF (Tsolaki et al.,
2014). Ademads, en este estudio, la terapia combinada mostr6 una disminucion
significativa en TNF-a (p <0,0001), posiblemente indicando un fuerte efecto
antiinflamatorio.

Las MSC y las HSC tienen propiedades inmunomoduladoras y desempefian funciones
importantes en la lesién hepética. Los estudios de lesion renal y pulmonar y modelos de
insuficiencia hepética fulminante han demostrado que la IL-10 juega un papel
antiinflamatorio (T6gel et al., 2005, Ortiz et al., 2007, Pulavedran et al., 2010). Un
posible papel antiinflamatorio de la IL-10 fue observado en todos los grupos de
tratamiento. Estudios previos con un modelo similar con tratamiento MSC reportaron un
incremento en 1L-10 (Li et al., 2013, Zhao et al., 2012). Las discrepancias entre los
estudios se relacionan con los mecanismos que median la inmunosupresion, que puede
deberse a diferentes condiciones experimentales o al origen de las MSC (Ren et al.,
2009). Aungue estos mecanismos no se entienden completamente, las MSC pueden
inhibir la proliferacion de células T, inhibir la produccion de interferon gamma y TNF-a,
e inducir un aumento en los niveles de interleucina 4 e 1L-10. Acumulativamente, estos
hallazgos indican una respuesta inmune proinflamatoria en un estado antiinflamatorio,
que es favorecido por la estimulacion de los linfocitos Treg y alteraciones en las
actividades de las células dendriticas (Ren et al., 2009).

Las MSC también pueden interferir en la diferenciacion, maduracion y funcion de células
dendriticas, causando un bloqueo en la inmaduraciéon y alterando la secrecion de
citocinas. Por ejemplo, MSC pueden reducir la produccion de citocinas proinflamatorias
interleucina 12, interferébn gamma, y TNF-o y aumenta la produccion de citocinas

antiinflamatorias como la IL-10 (Jiang et al., 2005).
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El tratamiento con MSC y G-CSF mejora la fibrosis hepatica en los modelos de lesion
hepética cronica CCls (Yan et al., 2010, Meier et al., 2013, Ahamed et al., 2014). De
manera similar, nuestros resultados mostraron una disminucion de F4 a F2 en la
puntuacion de METAVIR vy fibras de colageno disminuidas, especialmente cuando los
tratamientos se utilizaron por separado. Se han propuesto mecanismos por los cuales
estas células podrian contribuir a la disminucion de la fibrosis, incluyendo su
diferenciacion en hepatocitos, su fusion con hepatocitos enddgenos, y un efecto paracrino
proliferativo sobre los hepatocitos (Tang et al., 2015).

HSC participan en la proliferacion y reparacion hepatica después de la lesion (Lagasse et
al., 2000, Petersen et al., 1999, Schwatrz et al., 2002, Alison et al., 2000, Theise t al.,
2000), aunque las verdaderas contribuciones de células madre de BM para la
regeneracion hepética han sido cuestionadas (Yannaki et al., 2005, Wagers et al., 2002,
Thorgeirsson et al., 2006). Evidencia sugiere que en lugar de la transdiferenciacion de
HSC a células madre especificas de tejido o fusion de donante con células huésped, la
reposicion de tejidos dafiados se produce a través de la activacion de progenitores
enddgenos y mecanismos de reparacion mediados por la secrecion paracrina de factores
solubles por BM células (Loffredo et al., 2011, Bird et al., 2013, Kishore et al., 2013). La
induccién de HSC mediante el G-CSF, ha sido ampliamente investigado por su efecto en
la regeneracién hepética, tanto en modelos animales de lesion hepética (Quintana-
Bustamante et al., 2006, Yannaki et al., 2005, Piscaglia et al., 2007) y ensayos clinicos
(Yannaki et al., 2006, Gaia et al., 2006, Gordon et al., 2006).

En nuestro modelo, el grupo CClsa las 8 semanas, comparado con el grupo CCls a las 16
semanas, disminuy6 de F4 a F3. En un estudio realizado por Muriel et al. (Muriel et al.,
2005) sefialan que el grado de fibrosis aumentd linealmente con la duracion de
tratamiento con CCly, pero la regresion espontanea de la fibrosis fue similar después de 2
0 3 meses de intoxicacién cronica, y la interrupcion de la toxina durante dos meses
produjo una significativa pero relativamente pequefia reduccion en la fibrosis.

El dafio hepatico est4 asociado con el reclutamiento de células inflamatorias y activacion
de células estelares lo cual resulta en una fibrosis progresiva. Se ha reportado que es
necesaria la expresion del SDF-1 para la activacion de células estelares (Hong et al.,

2009). Nuestros resultados mostraron una mayor expresion de SDF-1 en el grupo CCl4 8
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semanas, y posteriormente en el grupo CCls 16 semanas se observd una disminucion, sin
embargo, al comparar este Gltimo grupo con los grupos CCls+ G-CSF y CCls+ MSC se
encontrd una menor expresion en estos dos grupos, lo cual no se observo en el grupo
CCls+ G-CSF+ MSC. Similar a lo reportado por Sun et al., el nivel de SDF-1 estaba
aumentado en el modelo con dafio hepéatico agudo el cual disminuy6 después del
tratamiento con MSC obtenidas de médula 6sea (Sun et al., 2014). Las MSC expresan el
receptor de la quimiocina SDF-1/ CXCR4, ésta quimiocina estimula el reclutamiento de
las células progenitoras en el tejido dafiado (Honczarenko et al., 2006; Lapidot et al.,
2001; Son et al., 2006; Sordi et al., 2005).

Se han explorado diversas rutas de trasplante de las MSC con el fin de seleccionar la mas
apropiada entre ellas la ruta intraperitoneal, arteria hepética, vena caudal (Sun et al.,
2014; Du et al., 2013; Zhao et al., 2012) en éstos estudios se les ha dado seguimiento a
las células con el fin de saber si ellas se reclutaron en el 6rgano dafiado y ahi
permanecieron. Nuestros resultados muestraron que las células marcadas con la GFP se
localizaron en el higado a los 3 dias post-trasplante. Similar a lo reportado en un estudio
de un modelo de hepatectomia en el cual trasplantaron MSC marcadas con la GFP y
dieron seguimiento a los 3 dias post-trasplante y las localizaron en el tejido hepatico (Du
etal., 2013).

Con el fin de dar un seguimiento prolongado a las células se realizé6 un FISH para
localizar al cromosoma Y puesto que el trasplante de células se realizé6 de macho a
hembra. Nuestros resultados mostraron que, si se localizaron MSC en el tejido hepatico,
en este caso el andlisis se realizd Unicamente en forma cualitativa, sin embargo, se
aprecié una mayor cantidad de células marcadas en el grupo CCls+ MSC vs CCls+G-
CSF+MSC, a los 60 dias post- trasplante. Hao et al., reportaron en un modelo de dafio
hepatico agudo se realiz6 FISH (cromosoma Y) dando seguimiento a las MSC
trasplantadas y se observo al paso del tiempo una mayor cantidad a los 21 dias post-
trasplante y a los 28 dias disminuy¢ la cantidad de células marcadas (Hao et al., 2015).
En otro estudio se obtuvo un resultado similar al obtenido en nuestros resultados al
administrar MSC, HSC y HSC+MSC en un modelo con fibrosis hepatica, se observé que
hubo una mayor cantidad de células en el grupo CCls+ MSC a las 4 semanas post-
trasplante (Li et al., 2013).
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En este estudio, la combinacion de G-CSF+MSC mostré una menor mejoria en
comparacion con el uso separado de MSC y tratamiento con G-CSF. No se observé un
efecto sinérgico o aditivo. En anteriores estudios, se demostré un efecto sinérgico cuando
las MSC en combinacion con G-CSF fueron utilizados con éxito en tratamientos para la
colitis ulcerosa en ratas, lo que sugierio que el G-CSF aumentd el reclutamiento de MSC
(Tang et al., 2015). Sin embargo, en un estudio de Li et al. (Li et al., 2013), el efecto
sinérgico de MSC y el tratamiento con HSC (derivado de BM no aut6loga) no se observo
en la lesion hepatica; ellos obtuvieron mejores resultados con el grupo tratado con MSC
que con el grupo tratado HSC en ratones. Nosotros utilizamos G-CSF para promover
movilizacion autéloga HSC CD34* como un posible incremento en el reclutamiento de
AT MSC. Sin embargo, no observamos el efecto aditivo o sinérgico entre las MSC y las
HSC las cuales fueron inducidas con el G-CSF en este modelo de cirrosis experimental.

Sin embargo, estos experimentos no fueron disefiados para explicar algunos mecanismos.

En conclusion, nuestros resultados mostraron que el tratamiento con MSC mejor6 la
funcidon hepatica, disminuyé actividad inflamatoria, disminuyé la fibrosis hepética,
desempefid un papel antiinflamatorio, promovié la produccion de HGF y aumento el
PCNA seguido de el tratamiento con movilizacién de HSC utilizando G-CSF.

Sin embargo, las terapias combinadas mostraron una menor mejoria en la fibrosis
hepética. Sera necesario realizar experimentos utilizando dosis mas altas y frecuencias de
administracion mayor en los grupos experimentales los cuales permitiran evaluar la

capacidad de estas terapias para reducir la fibrosis hepatica.
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CAPITULO X
CONCLUSIONES

Se estandariz6 el modelo de cirrosis con el siguiente esquema de dosis: 500 mg, 570 mg,
610 mg, 850 mg, 1000 mg por kilogramo de peso ésta ultima durante 4 semanas. Las
dosis se administraron con una frecuencia de 3 veces por semana en 250 pL de aceite

mineral via intraperitoneal.

Se caracterizaron las MSC obtenidas de tejido adiposo de rata Wistar macho presentando
los marcadores especificos de MSC como CD90*, CD105" y menor proporcion de CD34
y CD45.

Las MSC en pasaje 3 presentaron la expresion del receptor CXCR4 analizado mediante
Western Blot.

La via de administracion de MSC por vena caudal, fue adecuada para realizar el

trasplante de MSC observando las células a los 3 dias post-trasplante en el tejido hepatico.

El reclutamiento de MSC a largo plazo se observo en mayor grado en el grupo CCls +
MSC comparado con el grupo CCls + G-CSF + MSC.

El tratamiento con MSC mostr6 un mayor potencial de disminuir la fibrosis, enzimas

hepaticas, citocinas pro-inflamatorias (IL-18, TNF-a), TGF-B, e incrementar el HGF, IL-
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10 y expresion de PCNA,; seguido por el tratamiento con G-CSF y por Gltimo G-CSF +
MSC.

CAPITULO XI
PERSPECTIVAS

Comparar expresion de CXCR4 de MSC obtenidas de tejido adiposo en cultivo en pasaje
1,2y3.

Analizar la expresion basal en plasma de CXCR4 antes de la induccién del dafio
hepético, post —dafio hepatico y durante el seguimiento post-trasplante de MSC y post-

administracion de G-CSF.

Es necesario realizar mas experimentos incrementando la dosis y frecuencia de
administracion de MSC y G-CSF.

Aumentar el tamafio de muestra de los grupos para evaluar la eficacia de la terapia

celular en la reduccion de la fibrosis.

Evaluar el reclutamiento en diferentes tiempos en grupo a largo plazo cada 2 semanas

hasta el sacrificio.

Seguir investigando una combinacion efectiva de terapia celular en un el modelo de

cirrosis hepatica.
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