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1. RESUMEN

En los ultimos afios la investigacion en regeneracion hepatica ha tenido grandes avances
con implicaciones importantes en la practica clinica.

Tras una agresion del tejido hepatico por enfermedades diversas, toxicos, tumores 6
cirugias hepaticas, se produce una rapida reaccion en la que el higado recupera su
tamafo y funcidn original, interviniendo en esta cascada numerosos tipos celulares y
factores moleculares. En la mayoria de los casos, generalmente en enfermedad aguda, la
cascada de reacciones da lugar a la regeneracion del 6rgano, sin embargo en otros casos,
cuando el dano persiste en el tiempo, la capacidad regenerativa se ve sobrepasada y se
produce la degeneracion del tejido hacia un tejido mas fibroso o incluso tumoral.
Especial relevancia cobran los mecanismos de regeneracion hepatica en la evolucion de
los tumores hepaticos, pre y post-cirugia, ya que factores de crecimiento tisulares
permiten la reproduccion del tumor con una mayor probabilidad, empeorando el
pronostico del paciente.

Aunque se ha avanzado de forma importante en el estudio de los mecanismos
implicados en la regeneracion hepatica, la eludicidacion de todos y cada uno de ellos
permitiria reducir la morbi-mortalidad relacionada con las enfermedades de este 6rgano,
disminuir la insuficiencia hepatica post-hepatectomia, y mejorar asi la calidad de vida
de los afectados, ya que un mejor conocimiento de los mecanismos implicados permitira
desarrollar nuevas estrategias terapéuticas. Estas nuevas estrategias pueden incluir el
uso de terapia génica y/o el uso de terapia celular, dirigidas a la regulacion especifica de
los factores de crecimiento implicados, la creacion de injertos artificiales o incluso de

organos 3D.



2. ABSTRACT

In recent years research on liver regeneration has made great progress with important
implications for clinical practice.

After an attack of liver tissue for various toxic, liver cancer or disease surgeries, is a
rapid reaction in the liver regains its original size and function, intervening in this
cascade numerous cell types and molecular factors. In most cases, usually acute, the
cascade of reactions leading to organ regeneration, however in other cases when the
damage persists long time, regenerative capacity is overwhelmed and it made the tissue
degeneration into a fibrotic tissue or cancer.

Especially relevant have the liver regeneration mechanisms in the development of liver
cancer, pre and post-surgery, as tissue growth factors allow the reproduction of the
cancer with a higher probability, worsening the patient's prognosis.

Although progress has been so important in the study of the mechanisms involved in
liver regeneration, clarifying each and every one of them would reduce morbidity and
mortality related to diseases of this organ, reduce post-hepatectomy liver failure, and
improve the quality of life of those affected, and that a better understanding of the
mechanisms involved will develop new therapeutic strategies. These strategies may
include the use of gene therapy and / or use of cell therapy targeting the specific

regulation of growth factors involved, creating artificial grafts or organ 3D.



3. INTRODUCCCION

A continuacion desarrollo el trabajo de fin de grado sobre REGENERACION
HEPATICA con una revision bibliografica de articulos de investigacion, un tema de
estudio que en los ultimos afios ha avanzado mucho permitiendo conocer mejor los
mecanismos implicados no solo en la regeneracion del tejido, sino también en el
desarrollo de la enfermedad cronica, y por tanto el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas que han permitido en definitiva un mejor pronostico de los enfermos
hepaticos, asi como un aumento de la supervivencia de los mismos.

Las partes del trabajo se centraran en explicar el concepto de regeneracion hepatica y
coémo se produce, incluyendo los mecanismos celulares, moleculares y fisioldgicos
implicados. Veremos las aplicaciones clinicas principales y la regeneracion en pacientes
con tumores hepaticos. Para finalizar analizaremos las perspectivas de futuro que

plantean los investigadores.

PALABRAS CLAVE: Regeneracion hepatica, hepatocitos, células madre, factores de

crecimiento, citoquinas, hepatectomia, transplante hepatico, hepatocarcinoma.



4. REGENERACION HEPATICA

Las enfermedades hepaticas tienen un alto impacto en la morbilidad y mortalidad
humana. Aunque hay numerosos tratamientos, el éxito, la recuperacion y la
supervivencia dependen, en gran parte, de la capacidad que tenga el higado para
regenerarse tras un dafio tisular, ya que cuanto menor sea su capacidad regenerativa
mayor es el riesgo de desarrollar insuficiencia hepatica y, por lo tanto, las secuelas y

recidivas que puedan producirse crecen exponencialmente.

El higado posee la capacidad especifica para volver a un tamafo constante dentro
de un corto periodo de tiempo y reorganizarse y crear una vascularizacion especial
tras sufrir un dafo tisular externo, como ocurre en el fallo hepatico agudo, debido
a casos de toxicidad hepatica o en aquellas situaciones en las que se realiza una
reseccion o trasplante hepatico.

Tras estas agresiones, agudas o cronicas, se desencadena una cascada de sefiales
moleculares que provocan que en un primer momento los hepatocitos
generalmente quiescentes entren en proliferacion. Si esta respuesta es insuficiente
debido al dafio producido, las células madre hepaticas comienzan a proliferar y
diferenciarse hacia el tipo celular necesario, y, por tltimo, si esto sigue siendo
insuficiente, se liberan factores a través del torrente sanguineo que atraen células
madre de médula 6sea que parecen participar en el proceso de regeneracion

(Michalopoulos, 1997).

En los tiempos modernos, el mejor modelo experimental para el estudio de la
regeneracion del higado se introdujo por Higgins y Anderson (1931) (Tabla 1, se
muestra un resumen de estudios en las Gltimas décadas): realizaron una operacion
(hepatectomia parcial) en el que resecaron dos tercios del higado de una rata y
observaron que los 16bulos residuales se agrandaban para compensar la masa de los
l6bulos retirados. En el caso de la rata, todo este proceso tiene una duracion de 5 a 7
dias. La hepatectomia parcial es el estimulo a menudo mas utilizado para los estudios de
la regeneracion del higado porque, en comparacion con otros métodos que utilizan
sustancias toxicas hepaticas (tales como CCly), no estan asociados con la lesion tisular y

la inflamacidn, y la iniciacion del estimulo regenerativo.



Tabla 1. Tabla resumen de los principales estudios de revision realizados en los tlltimos afios sobre

regeneracion hepatica. Clinical implications of advances in liver regeneration. Clin Mol Hepatol. 2015 ;

21: 7-13.
Year First author Contents
2011* Mortensen Animal research on liver regeneration
2010* Kandilis Variable cell types and topographic differences
2007 Michalopoulos Molecular aspects of liver regeneration
2006' Fausto Molecular mechanism of liver regeneration
2004 Black Molecular aspects of liver regeneration
2004" Zimmermann Regulatory steps of liver regeneration
2001 Kountouras Liver regeneration after hepatectomy
2000" Diehl Molecular aspects of liver regeneration
1997 Kay Malecular aspects and clinical applications of liver regeneration
1996 Taub Genetic aspects of liver regeneration
1996* Diehl Signal regulation during liver regeneration
19917 Fausto Variable growth factors in liver
1990™ Leffert Molecular aspects of liver regeneration
1990% Michalopoulos Molecular aspects of liver regeneration
1986” Alison Malecular aspects of liver regeneration

Los estudios con resecciones hepaticas en animales grandes (perros y primates) y los
seres humanos han establecido que la respuesta regenerativa es proporcional a la
cantidad de higado eliminado. Incluso pequeiias resecciones (10%) producen una
regeneracion del higado a tamafio completo. Cuando el higado de perros grandes se
trasplantan en perros pequefios, el tamafio del higado disminuye gradualmente hasta que
el tamano del drgano se vuelve proporcional al nuevo tamano del cuerpo (Huang J. y

Rudnick David A., 2014).

En contraste con otros tejidos con capacidad regenerativa (médula 6sea, piel), la
regeneracion del higado no depende solo de un pequeiio grupo de células progenitoras o
células madre. La regeneracion hepatica después de la reseccion hepatica en los estudios
realizados nombrados anteriormente, se lleva a cabo por la proliferacion de todas las
poblaciones celulares existentes que componen el 6rgano (Figura 1). Estos incluyen a
los hepatocitos (las principales células funcionales del 6rgano); células epiteliales
biliares (revestimiento conductos biliares); células endoteliales fenestradas (un tipo
unico de células endoteliales con grandes lagunas citoplasmaticos (fenestrae) que
permiten el maximo contacto entre sangre circulante y hepatocitos); células de Kupffer
(macréfagos en sinusoides hepaticos); y células de Ito (células estrelladas cuyos largos
procesos envuelven a los hepatocitos, que almacenan vitamina A, sintetizan diferentes

proteinas del tejido conectivo y secretan diferentes factores de crecimiento).



Todas estas células proliferan para reconstruir el tejido hepatico perdido. Los
hepatocitos son los primeros en proliferar, normalmente, entre 10 a 12 horas en ratas
(Micholopoulous, 1997). La cinética de la proliferacion celular difiere ligeramente de
una especie a otra. El primer pico de la sintesis de ADN en hepatocitos se produce

alrededor de las primeras 24 horas, con un pico menor entre las 36 y 48 horas.

Figura 1. Grafico del orden de sintesis de DNA de los diferentes tipos celulares en el tiempo tras

reseccion hepatica o dafio hepatico agudo. Recuperado de: escuela.med.puc.cl.
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El parénquima hepatico esta organizado en unidades 1lamadas lobulillos hepaticos, que
se construyen en el espacio entre las triadas portales y las venas centrales. La sangre
llega por las ramas de la vena porta y la arteria hepatica pasa a través de los sinusoides y

drena en el centro de las vénulas situadas en el centro del 16bulillo.

Figura 2: imagen de estructura del lobulillo hepatico.

Estructura del lobulillo hepatico, 2013. Recuperado de: es.slideshare.net

Estructura del lobulille hepatico




La proliferacion de hepatocitos se inicia en las zonas de los 16bulos que rodean las
triadas portales (zona periportal) y a las 36-48h en las areas pericentrales. Las
otras cé¢lulas del higado comienzan la sintesis del ADN 24 horas después de los
hepatocitos, con un pico en la sintesis de ADN a las 48 horas o posteriori. La
cinética de la proliferacion celular y los factores de crecimiento producido por la
proliferacion de hepatocitos sugieren que los hepatocitos proporcionan los
estimulos mitogénicos que conducen a la proliferacion de las otras células
(Michalopoulos, 1997). Después de 2 - 3 dias durante los cuales todos los
elementos celulares del higado proliferan, la histologia hepéatica en el dia 3 - 4 esta
caracterizada por grupos de pequefios hepatocitos circundantes en los capilares.

La histologia tipica hepatica se restablece poco a poco en el tiempo.



5. FACTORES Y CELULAS IMPLICADOS

El higado puede regenerarse mediante el aumento de la tasa de mitosis de los
hepatocitos y la diferenciacion de células madre en hepatocitos o colangiocitos. Asi, las
células madre hepaticas junto con los hepatocitos adultos son células principales para la
regeneracion del higado. Varios estudios sugieren la existencia de una o mas
poblaciones de células madre que participen en el proceso (células madre hepaticas,
células progenitoras hepaticas y células madre extrahepaticas) que son capaces de
diferenciarse en hepatocitos y células epiteliales biliares. Cardinale y col. (2014)
describieron el primer procedimiento de trasplante a través de la arteria hepatica de
células madre del arbol biliar fetal humano en pacientes con cirrosis avanzada (Figura
3).

Figura 3: Inmunofenotipo de las células madre del arbol biliar y citometria de las células trasplantadas.

Transplantation of human fetal biliary tree stem/progenitor cells into two patients with advanced
liver cirrhosis. BMC Gastroenterol. 2014; 14: 204.
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Durante el desarrollo embrionario, los hepatoblastos generan los dos linajes de células
epiteliales: hepatocitos y células biliares. El area de conexion del segmento terminal del
sistema biliar ductal con hepatocitos parenquimatosos persiste en el higado adulto y se
conoce como los canales de Hering. Los conductos biliares intrahepaticos primitivos
expresan ambas proteinas de hepatocitos y marcadores epiteliales biliares, en
consecuencia se han denominado “células de transicion”. Las células de transicion
tienen propiedades intermedias entre las de células ovales y hepatocitos. Estas células se
cree que permanecen en el higado adulto como progenitores bipotenciales tanto para los

hepatocitos como para las células biliares.
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Las glandulas de las vias biliares extrahepaticas representan un nicho de células
endodérmicas y progenitoras. Este nicho sigue el modelo del nicho de células madre
intestinales. La activacion de estas células para la transformacion en hepatocitos
maduros es un proceso condicional que se produce s6lo cuando la capacidad de
regeneracion de los hepatocitos se sobrepasa. La diferenciacion de hepatocitos dentro de
los conductos biliares en el higado humano se ha observado y ha llevado a la conclusion
de que las células madre del arbol biliar expresan marcadores tipicos de las células
biliares y hepatocitos, que repueblan el parénquima hepatico severamente dafiado, y
que pueden funcionar como una célula progenitora para los nuevos hepatocitos (Reid,

2011).

Para que estas células, tanto hepatocitos como células madre, entren en proliferacion y
secreten otros factores que activen otras células hepaticas que participan en la
remodelacion y vascularizacion del nuevo tejido existe una cadena de sefiales
moleculares. A continuacion detallamos en la Tabla 2, los principales factores de

crecimiento y citoquinas implicados en la regeneracion hepética:

Tabla 2. Factores implicados y funciones. Clinical implications of advances in liver regeneration. Clin Mol

Hepatol. 2015 ; 21: 7-13

FACTORS FUNCTION

Tumor necrosis factor a (TNF-a) After partial hepatectomy, expression of TNF-a is induced in Kupffer cells.
It vitalize the transcription factor, nuclear factor kB (NF-icB).
The latter is an potent regulator of initiation of liver regeneration.

Interleukin-6 (IL-6) IL-6 is increased after partial hepatectomy and serum levels are elevated soon after hepatectomy.
It is mainly secreted by Kupffer cells and the LPS/MyD88 pathway regulate its expression.

Hepatocyte growth factor (HGF) After partial hepatectomy, serum HGF level increase intensively within 1-3 hours. HGF activates
receptor tyrosine kinase c-Met.
Itis a major hepatocyte mitogen.

Epidermal growth factor (EGF) family EGF activates EGFR/ErbB1, HER2/ErbB2, HER3/ErbB3 and HER4/ErbB4.
It provoke hepatocyte proliferation and is significant for survival after partial hepatectomy.
Fibroblast growth factors (FGFs) FGFs activate FGF receptors (FGFR) 1-4.
Vascular endothelial growth factor (VEGF)  VEGF controls angiogenesis and lymphangiogenesis by activating three receptor tyrosine kinases
(VEGFR1-3).
Insulin-like growth factors (IGFs) IGF-1and IGF-Il are strong mitogens.
They bind to six insulin-like growth factor binding proteins (IGFBPs).
Transforming growth factor B (TGF-(3) TGF-p activates heteromeric receptor complexes containing type | and type Il transmembrane
receptors.

Itis a powerful suppressor for variable types of epithelial cells.

Activins Activins activate heterodimeric receptor complexes consisting of type | and type Il receptors
Activin A has a potential role in terminating the liver regeneration.
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Se resume a continuacion las principales caracteristicas de los factores nombrados en la

tabla 2:

TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa. Después de una hepatectomia parcial, la
expresion de TNFa es inducida por las células de Kupffer, que activan los factores de
transcripcion y factores nucleares kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas). Es un potente regulador de la iniciacion de la

regeneracion hepatica.

IL-6: Interleuquina-6. Tras una hepatectomia parcial existe una alta secrecion de IL-6
(Interleuquina-6) a nivel del higado, de forma que rapidamente aumentan sus niveles en
suero. La IL-6 es secretada por las células de Kupffer y células progenitoras hepaticas.

(CPH)/MyDS88 es la via que regula su expresion.

HGE: Factor de crecimiento de los hepatocitos. Tras una hepatectomia parcial, los
niveles en suero se elevan entre 1-3 horas después en ratas. Este activa el receptor de la
tirosina kinasa C-Met. Es un importante mitdogeno que induce la expresion de los genes

durante la regeneracion hepatica.

EGEF: Factor de crecimiento epidérmico. Activa diferentes complejos y provoca la

proliferacion hepatica.

FGEF: Factor de crecimiento de fibroblastos. Es un factor de crecimiento que aumenta el
indice de actividad mitotica y sintesis de ADN facilitando la proliferacion de

varias células precursoras. En el higado pueden activar las células estrelladas
transformandolas a mioepiteliales que forman el tejido fibroso, de unidn y soporte del

cuerpo. Activa receptores FGF (FGFR) 1-4.

VEGE: Factor de crecimiento del endotelio vascular. Es una proteina sefializadora
implicada en la vasculogénesis (formacion de novo del sistema
circulatorio embrionario) y en la angiogénesis (crecimiento de vasos sanguineos

provenientes de vasos preexistentes).
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IGF: Factor de crecimiento de la insulina. El factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-1)
es principalmente secretado en el higado como resultado de la estimulacion de

la hormona del crecimiento (GH). El IGF-1 es importante para la regulacion de la
fisiologia normal, como también lo es en numerosos estados patoldgicos, incluyendo
el cancer. El eje IGF ha demostrado jugar un papel en la promocion de la proliferacion
celular y la inhibicion de la muerte celular (apoptosis). Tanto IGF-1 como IGF-II son

fuertes mitdgenos.

TGEF-beta: Activan receptores heteroméricos complejos incluidos los receptores
transmembrana tipo [ y II. Es un potente supresor de diferentes tipos de células

endoteliales.

Activina: Activan receptores heteroméricos complejos tipo I y II. Ademas la Activina A

tiene un rol importante en la finalizacion de la regeneracion hepatica

Ademas de factores o moléculas quimicas, en el inicio de la regeneracion actian
también factores fisicos, como el “shear stress”. El “shear stress” del higado o tension
de cizallamiento es un estimulo muy importante en el caso de hepatectomias para el
inicio de esta cascada de regeneracion. Tras la reseccion, los factores hemodindmicos,
tras un aumento de flujo de la vena portal, aumentan la tensién de cizallamiento del
higado y se secreta 6xido nitrico (NO), iniciandose entonces la cascada de regeneracion

hepatica que regulara el tamafio del 6rgano.
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6. MECANISMO REGENERATIVO

Vistos los factores implicados, se pasa a explicar el ciclo celular y el momento en el que

intervienen las citoquinas y factores anteriormente expuestos.

Como ya se ha mencionado al inicio, tras una agresion externa, aguda o cronica, se
produce una respuesta regenerativa hepatica especifica, lo que incluye la activacion de
sefiales extracelulares e intracelulares especificas, seguido de alteraciones en la
expresion génica y proteica. Ante dicha agresion, los hepatocitos entran en ciclo celular
(Figura 4) y proliferan, de forma que, en tltima instancia se produce la restauracion de
la relacion existente antes de la reseccion hepatica entre tamaio del higado y masa
corporal y la normalizacion de la funcion hepatica. Posteriormente, la arquitectura
lobular hepatica, distorsionada temporalmente por la respuesta regenerativa, se

remodela y el higado vuelve a su estado normal.

Por lo general, los hepatocitos estan en una fase no divisoria (fase GO) en el higado
normal. Después de la lesion del higado, entran en fase G1 (Figura 4). El factor de
necrosis tumoral (TNF-a) y la interleucina-6 (IL-6) son liberados por las células de
Kupfter, y éstos contribuyen a la iniciacion del ciclo celular (GO a G1) mediante la
union a sus receptores. Varios factores como el factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), y el factor de crecimiento de
transformacion o (TGF-a) se cree que inician la transicion de G1 a S (Kwon, 2015).
Estos factores estimulan la replicacién del ADN y la mitosis mediante la union a sus

correspondientes receptores.

Figura 4. Esquema ciclo celular. Recuperado de: www.whfreeman.com.

M
(mitosis)

G2 ‘e
(Gap 2) / \\ (Gap 1)

Ciclo celular en | “!
eucariotas / |

K \Celulas que
/ / -~ cesan de

Fase S dividirse

(sintesis de ADN)

14


http://www.whfreeman.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kwon%20YJ%5Bauth%5D

La cascada proteolitica, uno de los eventos tempranos en la regeneracion hepatica, es
una respuesta rapida y controlada que permite la liberacion coordinada de sefiales de
iniciacion y terminacion. Esta cascada funciona en paralelo con la remodelacion de la

matriz extracelular y el restablecimiento de la estructura tisular.

Las serin proteasas y las metaloproteasas (MMP) intervienen en estas cascadas, que
requieren mecanismos precisos, en un determinado momento, para la activacion de
enzimas latentes (proenzimas), y posteriormente, para la inhibicion de la forma activa
de estos enzimas. Estas dos clases de mecanismos se conectan de manera que son unas
serin proteasas especificas las que activan las MMP latentes. La activacion de una
proteasa se regula espacialmente en el contexto de la arquitectura tisular, ya que a
menudo se encuentra anclada en la superficie celular. La uroquinasa (uPA) es uno de los
iniciadores de la cascada proteolitica de la matriz, que se eleva de inmediato después de
la hepatectomia parcial y convierte el plasmindgeno en plasmina. La plasmina actia
sobre la pro-MMP liberando MMP que, a su vez, actia sobre el pro-HGF liberandolo de

su secuestro en la matriz (Cascales, 2008).

Para progresar a través del ciclo celular es necesario superar la transicion G1-S,
transicion estimulada por el HGF via de sefializacion mediante su receptor cMET. El
HGF es un potente mitdogeno que induce la expresion de los genes tempranos durante la
regeneracion hepatica. Después de la hepatectomia parcial, los niveles plasmaticos de
HGEF se elevan de inmediato (1 h), pero su mRNA no se sintetiza hasta las 3-6 h, lo que
demuestra la existencia de un mecanismo alternativo que es el que proporciona su
incremento plasmatico temprano (Cascales, 2008). EIl HGF se encuentra anclado en la
matriz extracelular hepatica como pro-HGF, consistente en una sola cadena
polipeptidica. Para pasar a HGF activo, el pro- HGF ha de ser liberado de la matriz por
proteolisis y activado por rotura proteolitica en dos cadenas peptidicas. Asi, el pro-HGF
unido a la matriz extracelular, es un reservorio de HGF que se libera en el momento de

la remodelacion de la matriz (Cascales, 2008).

El HGF regula varios procesos en el higado, y es también estimulador directo de la
proliferacion de los hepatocitos. Como el HGF (receptor c-MET) es un factor de
crecimiento importante en varios tejidos, y como los suprimidos en HGF y cMET dan

como resultado un fenotipo letal, ha sido muy dificil utilizar modificaciones genéticas
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accesibles para estudiar in vivo las vias sefializadoras que son reguladas por el HGF.
Para resolver este problema, se ha utilizado un knockout condicional, especifico del
higado, del receptor c-MET y se ha demostrado que la via HGF-MET es importante
para la sintesis del DNA después de la lesion hepatica (Huh y col., 2004). El HGF es un
potente inductor de la sintesis del DNA en hepatocitos en cultivo y también altera la
morfologia y motilidad de las células. Al igual que muchos otros factores de
crecimiento, el HGF ejerce efectos pleiotropicos sobre varias vias sefializadoras
mitogénicas. El HGF activa el receptor tirosina quinasa c-MET. En hepatocitos aislados
se ha detectado que el efecto mitogénico del HGF esta en parte regulado por otro factor,
el TGFa, ya que los anticuerpos anti-TGFa bloquean parcialmente la sintesis del DNA
en higado en proceso de regeneracion (Scheving y col., 2002). Sin embargo, como un
gran numero de receptores y ligandos pertenecen a la familia TGF y EGF, la
incapacidad de bloquear todos estos ligandos y receptores simultdneamente, ha hecho
muy dificil probar que los mitdgenos mas potentes para los hepatocitos, el TGFa y el
EGF son de importancia crucial para la regeneracion hepatica. Igualmente, el VEGF
interacciona especificamente con las células endoteliales sinusoidales en el higado y
puede causar un incremento en la produccion del HGF por células no parenquimaticas
(cé€lulas estrelladas). Este crecimiento mediado por VEGF depende de la presencia de

células endoteliales, y se bloquea en parte con anticuerpos HGF (Kraizer y col., 2001).

Por tanto, las serin proteasas y las MMP, cuya transcripcion se induce durante la
regeneracion hepatica, al degradar la matriz, liberan citoquinas y factores de
crecimiento que se encuentran alli secuestrados y requieren ser procesados para su
actividad, y desencadenan las sefiales iniciales, proporcionando una interfase entre la
cascada proteolitica y la sefalizacion intracelular. Al considerar las funciones de las
MMP sobre los factores de crecimiento, se deduce que la proteolisis pericelular

participa en la regulacion de la proliferacion de los hepatocitos.

El TIMPI, el inhibidor tisular de las MMP, es esencial para la regeneracion hepatica
porque proporciona un punto de control durante este proceso. Las alteraciones genéticas
de TIMP1 ejercen un impacto directo sobre la progresion de los hepatocitos en el ciclo
celular, alterando la activacion del HGF y su intervencion en la sefalizacion, y actuando
como regulador negativo del HGF durante la regeneracion hepatica. De los cuatro TIMP

conocidos, tres se inducen transcripcionalmente. TIMP3 lo hace a las 6 h, coincidiendo
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con la disminucion de los niveles del TNFa y consistente con su papel de regular los
niveles de esta citoquina durante la regeneracion hepatica. La induccion de la expresion
de TIMP1 y TIMP4 es mas tardia (48 h). La ganancia de funcion de TIMP1 retrasa la
progresion del ciclo celular después de la hepatectomia parcial, mientras que la

reduccién o pérdida de funcion la acelera (Cascales, 2008).

Las serin proteasas y las MMP poseen sus inhibidores especificos enddgenos. Los
animales que presentan un déficit en las serina proteasas activadoras del plasmindgeno
tipo uroquinasa (uPA) y en las de tipo tisular (tPA), exhiben un retraso en la
regeneracion hepatica, mientras que los animales con déficit en el inhibidor del
activador del plasminogeno (PAI) muestran una regeneracion acelerada después de la
hepatectomia parcial, por lo que el sistema activador del plasmindgeno juega un papel

importante.

El FGF-1 (factor de crecimiento de los fibroblastos) pertenece a otra familia de
moléculas pro-angiogénicas potentes, que senaliza mediante un grupo de receptores
tirosina quinasa FGFR1-FGFR4. El FGF-1 es un mitégeno poderoso que se induce
inmediatamente después de la hepatectomia parcial. El perlecano es un importante
proteoglicano de heparan sulfato, que se encuentra en las membranas basales y en la
matriz extracelular de todos los tejidos vascularizados. La union de los FGF al
perlecano limita la difusion y liberacion de estos factores para protegerlos de la
degradacion proteolitica. El perlecano promueve también la activacion del receptor del
FGF y la mitogenesis. Las MMP-1 y MMP-3 liberan el FGF del perlecano,
proporcionando un mecanismo que controla la liberacion del FGF a partir de las paredes
de los vasos sanguineos. La MMP-2 puede también liberar el ectodominio de FGFR-1,
que retiene la capacidad de unirse al FGF. Al igual que los TNFR solubles el
ectodominio del FGFR soluble modula la actividad mitogénica y angiogénica del FGF

durante la regeneracion hepatica (Cascales, 2008).

TGF-B1 parece ser un inhibidor de la proliferacion de hepatocitos (Bissell y col., 1995).
En el higado normal, los factores de crecimiento y TGF- tienen efectos agonistas. Al
comienzo de la regeneracion, la sefial de HGF es mas potente que la de TGF-3, mientras

que en las fases finales de la regeneracion, el equilibrio original es restaurado. En este
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sentido, también la activina es un inhibidor de la regeneracion del higado que suprime

selectivamente la proliferacion de hepatocitos (Bissell y col., 1995).

Para finalizar con lo explicado anteriormente, las serin proteasas activan a las
metaloproteasas (MMP) causantes de la degradacion de la matriz extracelular y la
liberacidn y activacion de factores de crecimiento y citoquinas en el microambiente
celular. La proteolisis se inhibe por PAI, TIMP-1 y TIMP-3. Los factores de crecimiento
y las citoquinas implicadas en la sintesis del DNA de los hepatocitos inducen o inhiben
a TIMP y a MMP. A continuacion vemos una figura con la interfase pericelular de las

cascadas proteolioticas e induccion de senales.

Figura 5. Interfase pericelular de las cascadas proteoliticas e induccion de sefiales

intracelulares. (Mohammed y col., 2005).
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Por otro lado, ademas de las sefiales moleculares también las sefiales fisicas participan
en todo este proceso. Asi, en la hepatectomia de los 2/3 del higado, se elimina

quirurgicamente dos 16bulos hepaticos sin lesion aparente de los residuales, lo cual
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origina grandes cambios en el flujo de sangre que atraviesa el higado remanente, que
son de enorme importancia e inducen un espectro de acontecimientos. El suministro de
sangre arterial por unidad de tejido hepatico no cambia tras la reseccion, pero el flujo
portal se eleva tres veces. La vena porta mantiene el flujo completo de sangre,
procedente del intestino, bazo y pancreas, que atraviesa los sinusoides, cuya capacidad,
por efecto de la hepatectomia, ha descendido a un tercio de la original. Los sinusoides
estan tapizados por células endoteliales fenestradas que proporcionan acceso directo del
plasma a los hepatocitos. Marubashi y col. (2004) realizaron un estudio, en un modelo
de shunt porto-hepatico, demostrando que si estos cambios hemodindmicos se
previenen, la activacién del HGF es deficiente y se produce apoptosis en los
hepatocitos. Otro aspecto importante es el impacto de la presion parcial de oxigeno en el
flujo sanguineo hepatico después de la hepatectomia parcial. La sangre portal posee
menor concentracion de oxigeno que la arterial, asi que el incremento relativo en la
presion portal ocasiona una disminucion en la presion de oxigeno en la sangre
circulante, lo cual va a desencadenar una respuesta hipoxica. La hipoxia en el higado se
regula mediante vias diferentes de las clasicas, ya que el HIF1a (factor inducible por
hipoxia alfa), no aparece en el ntcleo de los hepatocitos, pero se ha detectado en
peroxisomas y mitocondria (Khan Z., 2006). El aumento en el flujo de sangre portal trae
consigo también mayor disponibilidad de factores de crecimiento y citoquinas
procedentes del intestino y pancreas, entre los que se incluyen; insulina, EGF,
endotoxina y nutrientes derivados de los alimentos (aminoacidos, lipidos y

carbohidratos) (Cascales, 2008).

Los cambios hemodindmicos debidos a la hepatectomia parcial influyen también sobre
la expresion temprana de genes, entre ellos el que codifica el inhibidor del activador del
plasminogeno (PAI-1) (Nakatsuka y col., 2006). Cuando hepatocitos en cultivo se
expusieron a estas fuerzas hemodindmicas, la concentracion del PAI-1 mRNA se elevo
de manera significativa a las 3 h de la exposicion y gradualmente decrecio. El analisis
del promotor de 2.1-kb del gen PAI-1 indicé que un segmento de 278-pb (pares de
bases) que contenia las secuencias consenso de los factores de transcripcion Spl y Ets-
1, fue critico para el incremento de la transcripcion de PAI-1. También se ha revelado
que la expresion de otros genes tempranos inmediatos, tales como el factor de respuesta
temprana el crecimiento 1 (Egr-1), y la fosfatasa del higado regenerante-1 (PRL-1), se

inducen en lobulos hiperperfundidos durante las primeras horas de la hepatectomia
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parcial. Estos datos muestran que los hepatocitos son sensibles al mayor flujo sanguineo
y que su funcion y expresion génica no esta solo regulada por mediadores quimicos
(citoquinas, factores de crecimiento y hormonas) (Nakatsuka y col., 2006). Por tanto,
aunque es importante el papel de una serie de citoquinas y factores de crecimiento en el
desarrollo de los eventos que ponen en marcha la regeneracion hepatica, la preparacion
de los hepatocitos, anterior a la accidon de las citoquinas y factores de crecimiento, es
necesaria para la iniciacion del proceso. El mayor flujo sanguineo ha de estar
involucrado en el mecanismo que hace competentes a los hepatocitos para responder al
efecto mitogénico de los factores de crecimiento e ingresar en el estado proliferativo.
Las células endoteliales que tapizan los sinusoides, son las primeras en percibir estos
cambios hemodindmicos, y aunque no tienen la tipica lamina basal, poseen fenestras
que permiten el paso de quilomicrones, lipoproteinas, hormonas, factores de
crecimiento y proteasas. El tamafio de las fenestras se altera después de la hepatectomia,
detectandose de inmediato fusiones entre ellas y huecos en las areas periportal y
perivenosa. Los hepatocitos al encontrarse expuestos a los espacios de Disse, estan en
contacto con el flujo sanguineo portal sinusoidal, a través de las fenestras de las células

endoteliales (Cascales, 2008).

Braet y col. (2004) han evaluado los cambios en el flujo portal inmediatamente después
de la hepatectomia, observando en las células endoteliales sometidas in vitro a las
fuerzas hemodinamicas antes mencionadas, se han detectado elevaciones significativas
en la concentracion de VEGFR-1, VEGFR-2 y neuropilina-1 mRNA (Bockhorn y col.,
2007). En estas condiciones ambos receptores alternan su orientacion, desde la region
perinuclear a la citoplasmatica, para adherirse a componentes del citoesqueleto y a la
membrana celular. Estos cambios coinciden con el comportamiento de las proteinas de

adherencia VE-cadherina y -catenina.

Visto todo lo anterior, se puede decir que ante un dafio hepatico moderado, los
hepatocitos adultos, mediante su multiplicacion, pueden reemplazar por si solos a las
c€lulas vecinas en pocos dias, logrando la regeneracion del tejido dafiado. Sin embargo,
ante dafios hepaticos agudos severos o dafios continuados a lo largo del tiempo, como
en las enfermedades hepaticas cronicas, el nimero de hepatocitos sanos es insuficiente
para llevar a cabo todo el proceso regenerativo por lo que es necesario ademds de la

activacion de las células progenitoras hepaticas (Cascales, 2009). Katoonizadeh y col.
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(2006) sugirieron, que al menos se requiere un 50% de pérdida de hepatocitos para

desencadenar la activacion de células progenitoras hepaticas.

También ha habido una considerable discusion que las células madre hematopoyéticas
derivadas de la médula 6sea pueden diferenciarse en hepatocitos o células ovales y
regenerar el higado cuando todos los demas medios de regeneracion fallan (Petersen y
col., 1999). Una demostracion de este fenomeno fue el rescate de los ratones con
tirosinemia (debido a la deficiencia congénita de la enzima FAH, que participa en la
degradacion de la tirosina). La inyeccion de médula ésea de ratones normales dio lugar
a un gran numero de hepatocitos que aparecen normales y regener6 el higado (Lagasse y
col., 2000). Estudios posteriores, sin embargo, mostraron que las células madre
hematopoyéticas tienen la capacidad de fusionarse con otras dianas celulares (Terada y
col., 2002).

En otros tejidos (corazon, musculo) también se ha observado que las células madre

hematopoyéticas aparentemente dan lugar a otros tipos de células no hematologicas.

Por otro lado, hay varios ejemplos de cultivos de células de médula 6sea en la que, bajo
la influencia de HGF, las células hematopoyéticas aparentemente se transforman en

células muy similares a hepatocitos, produciendo albimina (Miyazaki y col., 2004).

A pesar de la activacion tanto de hepatocitos como de células progenitoras hepaticas
ante cualquier agresion, muchas veces ante ciertos dafios, agudos o cronicos, la
capacidad regenerativa del higado se ve sobrepasada, de forma que la funcidon hepatica

no puede restaurase y se genera una lesion a nivel tisular irreversible.

La fibrosis hepatica es una consecuencia de la lesion hepéatica cronica. Representa una
acumulacion parcialmente reversible de colageno fibrilar unida a una pérdida relativa
del colageno normal tipo IV de la membrana basal de la matriz. Este fendmeno
comienza en el espacio subendotelial y se debe a la secrecion de colageno anormal por
las células estrelladas. La cirrosis es el estadio final resultado de fibrosis incontrolada
con la progresion de nddulos debidos a puentes fibroticos y contracturas de cicatrices en
el higado (Cascales, 2008). La cirrosis representa el extremo de esta situacion con
cambios tales como hiperbilirrubinemia global, que se hace manifiesta como resultado

de cambios anormales en los hepatocitos y en la membrana basal. Ademas la contractura
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de las cicatrices es también una barrera fisica para la hiperplasia compensatoria después

de la reseccion (Cascales, 2008).

Los miofibroblastos participan en la remodelacion activa de la matriz extracelular en
tejidos en proceso fibrogénico o reparativo, produciendo los diversos componentes de la
matriz extracelular, principalmente las colagenas tipos I y IIl. Se han identificado
diferentes factores de crecimiento, estimulos y moléculas que inducen la diferenciacion
de fibroblastos en miofibroblastos, entre éstos se encuentran el PDGF, TGF-$1 (factor
de crecimiento trasformador betal), la IL-1f (interleuquina 1), el EGF (factor de
crecimiento epidérmico), el TNFa ( factor de necrosis tumoral alfa ), el FGF-2 o bFGF (
factor de crecimiento de fibroblastos), el IGF-I ( factor de crecimiento de la insulina-I) y
el CTGF (factor de crecimiento del tejido conectivo). Por otra parte, las isoformas del
PDGF, ademas de inducir la diferenciacion de fibroblastos en miofibroblastos, son
potentes mitogénicos para fibroblastos (Thomasek y col., 2002). El SCF (factor de
crecimiento de células madre) es otro probable estimulante en la diferenciacion de las
células troncales en fibroblastos (Mallat y col., 1998). Es importante destacar que el
factor mas potente que estimula la diferenciacion de fibroblastos en miofibroblastos
tanto in vivo como in vitro es el TGF-B1 (Fritsch y col., 1997). Ademas, en el higado el
TGF-B1 se estimula no solamente la diferenciacion de fibroblastos en miofibroblastos,
sino también la de miofibroblastos activados en miofibroblastos estrellados (Clouthier y
col., 1997). Esta diferenciacion por supuesto induce toda una serie de cambios en la
expresion génica, y por consiguiente también en el fenotipo de sintesis y secrecion de
matriz extracelular. La fibrosis es un proceso practicamente irreversible, hecho que pesa
mucho en el pronostico desfavorable del dafio hepatico cronico, sin embargo, el mejor
conocimiento de la fibrogénesis permitira avanzar en las intervenciones terapéuticas
efectivas, no solo para detener el proceso, sino también para revertirlo. Diversas terapias
anti-fibroticas estan cercanas a su aplicacion, pero ain se necesita conocer su seguridad

(ausencia de efectos toxicos) y eficacia clinica.
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7. LA REGENERACION Y LOS TUMORES
HEPATICOS

En este apartado nos vamos a centrar en la regeneracion hepatica tras una cirugia
oncoldgica de higado. Como ya hemos explicado tras un dafio tisular de higado, por
enfermedades metabolicas, cancer, toxicos, etc., se produce una cascada de regeneracion
hepatica que consigue recuperar el volumen hepatico en pocos dias tras la operacion.
Hay datos experimentales y clinicos (Shi y col., 2014) que indican que las sefiales de
regeneracion facilitan, ademas del crecimiento del tejido hepético sano, el crecimiento
de los tumores hepaticos primarios y secundarios y que puede alterar su potencial
maligno. Este es un importante mecanismo que subyace a la recurrencia después de la
cirugia hepatica. Se necesitan nuevas estrategias terapéuticas basadas en una mejor
comprension de la relacion entre la regeneracion hepatica y la biologia del tumor.

El carcinoma hepatocelular (CHC) es el tumor maligno primario més frecuente del
higado, es la causa principal de muerte entre los pacientes con cirrosis y la tercera causa
de mortalidad por cancer en todo el mundo. El pronostico del CHC sin tratamiento
especifico es pobre. La cirugia del higado, incluyendo la reseccion hepatica y en casos
seleccionados el trasplante, asi como la ablacion por radiofrecuencia, son las opciones
de primera linea para el carcinoma hepatocelular temprano y la metéstasis limitada.

El desarrollo y progresion del cancer de higado y metastasis de higado es un proceso
molecular multifacético, que esta vinculado a alteraciones en algunas vias de
sefializacion celular prominentes, incluyendo via RAS / RAF-MAPK, fosfatidilinositol
3-quinasa (PI3K) / Akt, WNT / B- catenina, similar a la insulina, factor de crecimiento
via (IGF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) / c-MET via de sefializacion y el
crecimiento angiogénico del factor reguladas.

Se ha demostrado que los cambios celulares y moleculares siguientes a la hepatectomia,
incluyendo las respuestas de estrés quirtrgicos, lesion de isquemia de reperfusion,
pueden alterar la cinética de crecimiento del tumor y contribuir asi a la recurrencia (Shi
y Line, 2014). Los factores relacionados con el estrés quirirgico en si representan
cambios transitorios, mientras que el proceso de regeneracion del higado puede actuar
como un estimulo mas fuerte y mas sostenido que promueve el crecimiento de tumores
ocultos y desarrollo neoplasico. La regeneracion del higado después de la cirugia
proporciona un microambiente con muchos factores de crecimiento y citoquinas que son

favorables para el crecimiento y propagacion del tumor a través de la activacion celular,
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la proliferacion, la migracion y la angiogénesis. La mayoria de los estudios en HCC
indican que los factores vinculados a la invasividad tumoral y la implicacion vascular
son los més importantes (Ding y col., 2013) (Zhu y col, 2010). Ademas, los mecanismos
endocrino, paracrino y autocrino que ocurren durante la regeneracion del higado pueden

influir en micrometastasis latentes y tumorogénesis en el higado remanente.

Como hemos visto los principales resultados de la cirugia a nivel molecular son una
rapida afluencia de citoquinas, como el factor de necrosis tumoral o (TNF-a) y la
interleucina 6 (IL-6), y factores angiogénicos que alteran el microambiente de depositos
tumorales latentes distantes. Los factores de crecimiento tales como HGF, factor de
crecimiento epidérmico, factor de transformacion del crecimiento alfa (TGF-a) y TGF-
B, que desempefian un papel esencial en la regeneracion del higado, se ha demostrado
que se asocian con un aumento de la agresividad del tumor y la metastasis (Le Pabic y
col., 2003). El crecimiento del tumor requiere el equilibrio entre factores de crecimiento

y citoquinas en el microambiente para favorecer la angiogénesis.

Las células epiteliales del tumor primario de higado o recurrente, pueden ademas
someterse a una transicion de epitelial a mesenquimal y de ese modo incrementar su
potencial invasivo como una respuesta a diversos estimulos dentro del microambiente
del tumor. Los factores de crecimiento que se unen a los receptores tirosin quinasa, tales
como EGF, HGF, TGF-B, FGF y MMP, pueden promover dicha transicion en células
carcinogénicas (Shiy col., 2014). Por tanto, estos factores son regulados por la cirugia
del higado y, en la remodelacion de la matriz extracelular durante la regeneracion del
higado, pueden producir un mayor crecimiento y potencial metastasico en el caso de las

células tumorales remanentes.

Los canceres hepatocelulares que se derivan de células progenitoras se han identificado
por el hecho de que muchos tumores de HCC humanos contienen una mezcla de
hepatocitos maduros y unos fenotipos intermedios entre células progenitoras hepaticas
(CPH) y hepatocitos maduros, similar a las células progenitoras (Boer y col., 1999)
(Shan y col., 2013). Los hepatocarcinomas que se derivan de CPH, muestran un
pronostico significativamente peor y una mayor tasa de recurrencia después de la
reseccion quirargica. Ademas, el reclutamiento de células progenitoras se ha

demostrado que contribuyen a la formacion de cancer de higado en un modelo
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preclinico (Shi y col., 2014) y probablemente dan lugar a HCC asi como a
colangiocarcinoma intrahepatico, apoyando la opinidon de que las células progenitoras
en algunos casos tienen un papel critico en la iniciacion y progresion de cancer de

higado.

Las células progenitoras también pueden afectar a la progresion de carcinoma
hepatocelular a través de la contribucion indirecta de factores de crecimiento. En
modelos de roedores experimentales con la implantacion del tumor intrahepatico y la
reseccion hepatica concomitante, la presencia de tumor parece estimular la regeneracion
del higado en los principales animales resecados (> 70%) en comparacion con los
animales sin tumor resecado, y esto podria posiblemente ser atribuido en parte a la
activacion de células progenitoras (Oosthuizen y col., 2005). Del mismo modo, in vitro
y en modelos in vivo, la influencia de las células progenitoras sobre las células
cancerigenas de roedores y tumores experimentales indican que las células progenitoras
provocan en las células de HCC un fenotipo de células madre haciéndolas mas
resistentes a la quimioterapia y dando lugar a la aparicion de tumores de crecimiento
mas rapido y con mayor potencial invasivo y metastasico. Estos cambios parecen ser en
parte relacionados con la activacion de las vias de la MAPK (protein quinasas activadas
por mitogenos), PI3K/Akt (fosfatidil-inositol--kinasa), TGF-B1 (factor de crecimiento
transformante tipo beta) y WNT / B-catenina (Shi y col., 2014).
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8. APLICACIONES CLINICAS PRINCIPALES Y
PERSPECTIVAS DE FUTURO

El conocimiento de los mecanismos de regeneracion hepatica ha permitido el desarrollo
de estrategias clinicas dirigidas a la mejora de la calidad de vida de los afectados por
enfermedades hepaticas, intentando restaurar la funcion fisiologica del higado y

disminuyendo por tanto el grado de disfuncion hepatica.

La embolizacion de la vena porta es el mejor ejemplo de como la investigacion en
regeneracion hepatica ha influido en la aplicacion clinica. Es una técnica que se realiza
antes de la reseccion hepdtica para que el tejido que no va a ser resecado amplie su
volumen y evitar asi un fallo hepatico post-hepatéctomia por falta de tejido para llevar a
cabo las funciones hepaticas. Fue descrito por primera vez por Kinoshita y col. (1994).
En general, existen dos enfoques para la oclusion de la vena portal: embolizacién de la
vena porta via radioldgica o ligadura de la vena porta via quirargica. Después de esta
lesion del higado, diversos factores de crecimiento activados se trasportan desde el
intestino hasta el higado. Estos factores viajan a través del flujo portal, no de la arteria
hepatica, e inducen una serie de cambios moleculares y celulares. Schindl y col. (2005)
observaron una relacion entre la puntuacion de disfuncion hepdtica y el volumen
hepatico residual relativo e identificaron un volumen relativo minimo del 26,6%
necesario para evitar la disfuncion hepatica grave en higados normales. Si el tamafio del
higado remanente excede del 30% del volumen original, la hepatectomia puede
realizarse con seguridad. En higados cirréticos, el umbral es del 50% basado en la

practica actual y datos disponibles (Schindl y col., 2005).

Otro caso de aplicacion es el trasplante de higado de donante vivo en el que se
trasplanta solamente una parte de la masa hepdtica en el receptor de forma que dicha
masa trasplantada se regenera hasta alcanzar el tamafio apropiado. El trasplante de
higado de donante vivo es la opcion terapéutica mas estudiada en la regeneracion del
higado. Aunque hay muy buenos resultados clinicos de diferentes centros de
investigacion, todavia hay obstaculos que superar. En 2008, Ghobrial y col. examinaron

la morbilidad de pacientes trasplantados de donante vivo. Las complicaciones generales
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fueron del 38% (148 donantes sufrieron un total de 220 complicaciones). Aunque para
la seguridad de los donantes, es necesario reducir al minimo el tamafio del injerto, el
tamano del injerto en el donante se relaciona positivamente con su pronostico, por lo

que el equilibrio entre donante y receptor debe ser fundamental.

Entendiendo la regeneracion hepatica también se han conseguido avances en el
sindrome “small-for size”,_cuadro clinico caracterizado por el uso de un injerto de
menor tamafio al necesario y una alteracion del sistema de flujo venoso hepatico de
salida, que conduce a un amplio espectro de entidades clinicas como la pérdida del
injerto o necesidad de re-trasplante. Las principales causas de éste sindrome son la
hipertension e hiperflujo portal. No siempre un injerto proporcionalmente de menor
tamafo para el receptor se asocia a la aparicion de complicaciones, lo que pone de
manifiesto que existen otros factores involucrados en la patogenia de este sindrome. Por
ejemplo, se ha descrito como factores la alteracion en la expresion de genes
involucrados en la regulacion hemodinamica, en la remodelacion celular y en la
respuesta al estrés (Man, 2003). También se ha planteado que la respuesta inmune en
contra del 6érgano implantado que se encuentra en regeneracion pudiera ser mayor que

en injertos completos (Yang, 2004).

En el caso de la regeneracion tras reseccion de tumores, en el tratamiento de las lesiones
cancerigenas podemos emplear tanto la reseccion del tumor, el trasplante hepatico, la
ablacion local y la quimioembolizacién arterial transcatéter. Siempre que hay una
recaida el pronostico para el paciente empeora, por lo que hay que tener muy en cuenta
el tipo de tratamiento que se le aplica en un primer momento y el que se realiza en la
recaida, si el tiempo entre la primera reseccion y la recaida es corto, disminuye la
supervivencia. El estudio de la regeneracion hepatica contribuye a un tratamiento mas
adecuado para cada paciente de forma individualizada, intentando evitar recaidas y

aumentando asi la supervivencia.

Existe un gran numero de enfermedades hepaticas en las que el tnico tratamiento
efectivo en la actualidad es el trasplante hepatico. Sin embargo, su principal limitacion
se encuentra en la falta de 6rganos disponibles, lo que genera un desequilibrio entre
pacientes y receptores y una significativa lista de espera, que conlleva un aumento de la

mortalidad. Se plantea la urgente necesidad de buscar nuevas alternativas terapéuticas.
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La terapia celular se considera hoy una estrategia terapéutica de vanguardia

complementaria al trasplante de 6rgano solido.

Las ventajas objetivas que presenta el trasplante de hepatocitos frente al trasplante de
organo lo convierten en una alternativa muy estudiada. El trasplante de hepatocitos
permitiria mantener las funciones hepaticas durante el periodo puente hasta la obtencion
de un 6rgano adecuado, o incluso en casos de fallo hepatico fulminante permitiria la
regeneracion hepatica, lo que implicaria la recuperacion de la funcion del érgano. Los
resultados de este tratamiento indican que puede ser una técnica muy util en la medida
en que dispongamos de hepatocitos humanos de calidad, viables y metabdlicamente
funcionales (Koh, 2006). Por otra parte, se trata de un método poco invasivo, que
gracias la posibilidad de criopreservacion celular se puede realizar de forma
semiprogramada, y posibilita el tratamiento de varios receptores a partir de un unico

donante.

Debido a las dificultades técnicas que presenta el trasplante de hepatocitos por su baja
disponibilidad de células (ya que los hepatocitos se obtienen de 6rganos rechazados para
trasplante ortotopico) y por su baja implantacion en el tejido receptor (entre el 5-10% de
las células), en la actualidad, a nivel experimetal, la actuacion dentro de la medicina
regenerativa hepatica va encaminada al estudio de la terapia con células madre para
conseguir la regeneracion del higado enfermo, bien a través de su trasplante directo
(diferenciadas o no a hepatocitos) o bien mediante la infusion de los factores secretados

por algunas de estas células para promover la regeneracion natural del propio tejido.

Las células madre y sus descendientes (células progenitoras) son capaces de proliferar y
la diferenciarse en células especializadas. Las c¢lulas madre se definen por su capacidad
de auto-renovacion, es decir, de mantener una poblacion de células con propiedades
idénticas mediante mecanismos de division celular simétrica y asimétrica. Estas terapias
podrian aplicarse tanto en patologias agudas como crénicas. Sin embargo, como en
todas las terapias basadas en el trasplante celular es necesario de la pre-existencia de
una arquitectura hepatica bien conservada que facilite la implantacion de las células en

el tejido y la posterior regeneracion.
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Las células madre embrionarias se derivan de las masas de células internas de
blastocistos humanos. Se aislaron por primera vez en 1998 por el grupo de Thomson en
la Universidad de Wisconsin. Debido a sus capacidades combinadas, tanto de expansion
potencial ilimitada como de pluripotencia, las células madre embrionarias parecen ser
una fuente ideal para el reemplazo de tejidos después de una lesion o en enfermedades
metabolicas. En 2007, Soto-Gutierrez y col., disefiaron un protocolo que describe un
sistema de cultivo para la diferenciacion in vitro de células madre embrionarias de raton
en células hepaticas. La diferenciacion implica cuatro etapas: la formacion de cuerpos
embrioides, la induccion de endodermo definitivo de 2 dias de edad, la induccion de
células progenitoras hepaticas y la maduracion en las células hepaticas. La
diferenciacion se completa en 16 dias. A nivel clinico su uso todavia presenta serios
inconvenientes. Actualmente no hay tratamientos clinicos aprobados que las empleen
por varias razones: la acumulacion de mutaciones espontdneas y la reordenacion
cromosomica. Por otra parte, las cuestiones éticas y obstaculos técnicos, como la
diferenciacion ex vivo de células madre embrionarias en células hepaticas funcionales, o
su inmunogenicidad tras trasplante, son otros problemas que impiden su aplicacion

médica en la actualidad.

Otro subgrupo de células madre pluripotentes que actualmente se estan estudiando para
poder regenerar el higado en casos de enfermedad hepatica son las células madre
pluripotentes inducidas (iPS). Las células iPS se obtuvieron por primera vez en el afio
2006 a partir de células de ratones (Takahashi y Yamanaka, 2006), y en 2007 a partir de
células humanas (Takahashi y col., 2007). En 2006, se describi6 por primera vez este
proceso a partir de fibroblastos de raton utilizando retrovirus que vehiculizaban e
inducian la expresion de varios genes exdgenos. Recientemente se ha publicado una
revision sobre esta primera metodologia (Miller y Schlaeger, 2011). Este logro se
considera uno de los avances mas importantes de la investigacion con células madre, ya
que permite obtener células madres pluripotenciales a partir de células adultas. Estas
células se pueden generar mediante la reprogramacion de células somaticas maduras
(por ejemplo, procedentes de tejidos de la piel del adulto humano) mediante la
transfeccion retroviral de diversos factores de transcripcion (Takahashi, 2007). El
trasplante autdlogo de iPS presentaria ventajas frente al trasplante y uso de células
embrionarias ya que por un lado no supondria problemas éticos y por otro al proceder

del propio individuo no requeririan de inmunosupresion en el paciente. En la actualidad,
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la aplicacion clinica se ve obstaculizada, el problema es que no se consigue tampoco
diferenciarlas a células hepaticas plenamente funcionales, y podrian producir tumores
como las embrionarias, y ademas, las iPS son células que tienden a envejecer de forma

mas rapida que el resto de células.

En el higado adulto las c€lulas madre estan representados por células progenitoras
hepaticas (CPH), que se pueden aislar y cultivar facilmente. En el pasado, el principal
factor limitante en el estudio de CPH ha sido la incapacidad para identificar, aislar o
purificar estas células de una manera fiable. Recientemente, Cardinale y col. (2011),
aislaron con éxito células multipotentes madre progenitoras del arbol biliar humano por
técnicas de cultivo celular, y demostraron que estas c€lulas progenitoras son capaces de
dar lugar a hepatocitos, colangiocitos, y a islotes pancreaticos. Por lo tanto, las CPH
pueden suponer otra fuente celular en medicina regenerativa para las enfermedades

hepaticas.

Otras células, las células mesenquimales (MSC), se ha observado que tienen efectos
terapéuticos para la insuficiencia hepatica. Estos efectos se basan en su capacidad de
diferenciarse en hepatocitos y alterar la funcion de las células inmunes responsables de
la lesion hepatica aguda (Shi y col., 2012). Estas células liberan factores troficos e
inmunomoduladores y atentan la proliferacion de las células NKT (Natural Killer T
Cell) y promueven la apoptosis de las células estrelladas (Shiy col., 2012). Las células
madre mesenquimales se asignan a la poblacion de células madre adultas y se pueden
encontrar en el compartimento perivascular del higado y la mayoria de otros 6rganos. Se
pueden aislar a partir de una variedad de tejidos, tales como la médula 6sea, tejido
adiposo, el tejido del cordon umbilical y el liquido amnidtico y puede dar lugar a células
como los hepatocitos (Shi y col., 2012). Las células madre mesenquimales se presentan
como una fuente prometedora para el trasplante ya que parecen tener un bajo riesgo de
rechazo después de su administracion. Al parecer, juegan un papel cada vez mas
importante como una fuente de células trasplantables en varios tipos de enfermedad

hepatica (Shi y col., 2012).

Para acabar, otra drea muy interesante en el que se esta trabajando extensamente a nivel
experimental para poder ser trasladado en un futuro a la practica clinica es todo lo

relativo a la ingenieria de tejidos. Teniendo en cuenta los mecanismos de regeneracion
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hepatica y las células y factores implicados, tanto quimicos como fisicos, la ingenieria
de tejidos puede ser una opcion terapéutica util para el tratamiento de enfermedades
hepaticas en un futuro. La ingenieria de tejidos combina células y soportes biologicos,
los cuales activos juegan un papel critico mediante la regulacion de las funciones
celulares y la induccion de la formacion de nuevos tejidos y 6rganos. Proporcionan un
espacio adecuado para las c€lulas trasplantadas, asi como sefiales fisicas y bioldgicas
que promueven la adhesion, migracion, proliferacion y diferenciacion, y también retine
las células que han proliferado en los tejidos funcionales y 6rganos. En 2010, Ott y col.,
crearon un pulmon artificial biolodgico a partir de pulmones descelularizados. A partir de
entonces fueron capaces de transplantar con éxito los pulmones artificiales regenerados
en la posicion ortotopica. En 2010, Uygun y col., demostraron la arquitectura de un
higado 3-D descelularizado de rata, asi como su vasculatura funcional y la composicion
de la matriz original. Ademas, lograron la recelularizacion del injerto in vitro. Este
higado artificial era viable por si mismo. En 2013, Takebe y col., construyeron un
organo humano funcional a partir de células madre pluripotenciales. Generaron higados
humanos funcionales in vitro con vasculatura a partir de células madre iPS humanas

para el trasplante de higado.

Por otro lado, la impresion 3-D se refiere a una variedad de procesos para la fabricacion
de objetos tridimensionales a partir de un modelo de 3D o de otras fuentes de datos
electronicos principalmente a través un proceso aditivo en el que las sucesivas capas de
material se establecen bajo el control del equipo. En un futuro préximo, podriamos ser

capaces de generar higados bio-impresos utilizando la tecnologia de impresion 3D.

Por lo tanto, la investigacion en regeneracion hepatica podria tener una gran aplicacion
a la préctica clinica de los enfermos hepaticos, mejorando su calidad de vida y

disminuyendo las complicaciones derivadas de las enfermedades de este 6rgano. Todas
las aplicaciones nombradas anteriormente estan ahora mismo en estudio, mejorando de

una forma répida y obteniendo buenos resultados.
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9. CONCLUSIONES

La regeneracion hepatica es un tema estudiando desde hace décadas, pero ha sido en las
ultimas en las que se ha entendido mejor su mecanismo, quiza esto también debido a los

avances tecnologicos.

Investigaciones recientes se han centrado en la comprension de la regeneracion del
higado después de la reseccion hepatica y el trasplante de higado. El uso de los nuevos
descubrimientos podria cambiar las estrategias para el tratamiento de disfunciones
hepaticas como la insuficiencia hepatica post-hepatectomia, sindrome pequeio para el
tamano del injerto, el fallo hepatico agudo (por diferentes causas), enfermedades

metabolicas, etc.

La regeneracion hepatica tiene numerosas aplicaciones clinicas: el uso de la técnica de
oclusion de vena portal deberia permitir la eliminacion de grandes volumenes de tejido
hepatico con una disminucion del riesgo de insuficiencia hepatica; el trasplante de
hepatocitos que trata de ser una alternativa parcial o total al trasplante convencional y
que tiene como objetivo la recuperacion y mantenimiento de las funciones hepaticas
hasta disponer de un érgano compatible, sustituir de forma temporal la funcién de los
hepatocitos y, en los errores congénitos del metabolismo, reemplazar el déficit
enzimatico causante de la enfermedad, bien como puente al trasplante hepatico (TH) o
bien hasta conseguir la recuperacion de la funcidon enzimatica.. Por tanto, la terapia
celular podria ofrecer un mejor resultado para el trasplante de donante vivo, lo cual se
ve siempre limitado por la necesidad de un nimero suficiente de donantes. Otros
enfoques mas recientes apuntan al trasplante de células madre como el trasplante de
células madre no hepaticas. Los resultados de los experimentos son prometedores por lo
que en un futuro podrian ser una terapia eficaz para el tratamiento de la insuficiencia

hepatica aguda.
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Por lo tanto, la investigacion sobre los mecanismos de regeneracion del higado hasta
permitiendo el desarrollo de nuevas estrategias para la deteccion y el tratamiento de una

gran variedad de enfermedades hepaticas.

En esta revision hemos hecho una mencién especial a la regeneracion hepatica post-
cirugia oncologica. La regeneracion después de la cirugia proporciona un
microambiente con muchos factores de crecimiento y citoquinas que son necesarias para
la proliferacion de hepatocitos maduros, pero concomitantemente favorable para la
progresion del tumor en el higado. Las células progenitoras pueden bajo ciertas
condiciones ser activadas después de una cirugia mayor, y pueden tener un efecto
estimulante y nutritivo en los tumores hepaticos. Una mejor comprension de la relacion
entre la regeneracion hepatica y la propagacion del tumor de higado es de importancia
para el manejo clinico del paciente con tumores hepaticos primarios y secundarios, y
proporcionara una base para nuevas estrategias terapéuticas con el fin de minimizar la

recurrencia del cancer después de la cirugia hepatica.
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10. VALORACION PERSONAL

En primer lugar me gustaria agradecer a la Dra. Solanas la oportunidad de haber hecho

este tema en el TFG y su atencion y ayuda a lo largo de todo el cuatrimestre.

He podido hacer una revision de diferentes articulos sobre el tema de regeneracion
hepatica y me ha parecido muy interesante. Creo que es un campo de investigacion muy
importante ya que sus avances influyen directamente no solo en la supervivencia, sino
también en la calidad de vida de los afectados de estas patologias, que es comun en

nuestra sociedad.

La regeneracion hepatica no es un estudio reciente, desde hace décadas se lleva
estudiando e investigando su fisiologia, mecanismos, factores implicados y, en
consecuencia sus aplicaciones clinicas, si bien es cierto que en los tltimos afios ha
habido un cambio importante, probablemente debido también a los avances

tecnologicos que dan la posibilidad de avanzar en los estudios clinicos.

Desgraciadamente, por otro lado, la investigacion en Espaia actualmente no tiene la
capacidad econdmica de ser sustentada, y tanto investigadores (11.000 desde el afio
2010) como diferentes proyectos se ven mermados en sus avances por este motivo. Creo
que es fundamental para el desarrollo de la ciencia, y la medicina en este caso, que se
apoye mas al campo de la investigacion, y que ademas, dichas investigaciones se
apliquen a la préctica clinica para evolucionar y mejorar la calidad y la esperanza de

vida de los afectados por enfermedades que, en algunos casos hoy en dia son incurables.
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