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RESUMEN

El higado es un 6rgano crucial para la vida y, a la vez, vulnerable a diversas injurias
patoldgicas. Sea cual sea la causa, las hepatopatias presentan inflamacion y la subsecuente
acumulacion cronica de matriz extracelular (MEC), denominada fibrosis hepatica. La falta
de terapias antifibréticas efectivas que impidan el desarrollo de la cirrosis avanzada, mas las
dificultades asociadas al trasplante hepatico y la disponibilidad de donantes, han orientado
hacia la investigacion del uso de células madre en medicina regenerativa, para restablecer
6rganos dafiados. Asi, la membrana amni6tica humana (hAM) surge como una atractiva
fuente de células madre y propiedades regenerativas, la cual, en los Gltimos afios, ha sido
intensamente estudiada como un posible tratamiento para la fibrosis hepética. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo es sintetizar, mediante una revision narrativa, la informacion
disponible en la literatura vigente sobre la fibrosis hepatica, el comportamiento de la MEC
del higado y los efectos de la aplicacién de hAM en higados con fibrosis.

Se consultaron 6 bases de datos (Medline, Ebsco, Scopus, Cochrane, Scielo y
LILACS), utilizando los términos en lenguaje natural liver fibrosis, extracellular matrix,
human amniotic membrane y regenerative medicine. De acuerdo con los criterios
establecidos se seleccionaron 245 articulos, incluyendo ademas 1 tesis doctoral y extractos
de 7 libros, sumando un total de 253 referencias para esta revision.

La fibrosis hepética es una patologia compleja, donde la MEC es un agente activo e
interactla bidireccionalmente con las células hepaticas. En el curso de la enfermedad, la
MEC experimenta cambios en su composicion y cantidad mediante diversos eventos
celulares y moleculares, alterando la estructura hepética de forma progresiva. En la ultima
década se han descubierto numerosas propiedades regenerativas para la hAM vy sus células.
Tras la infusion de células amnioticas (hAECs y hAMSCs) y la aplicacion de parches de
hAM intacta en modelos experimentales de fibrosis hepatica, se han demostrado potentes
efectos antifibroticos en el higado dafiado, como la reduccion de un 50% de la fibrosis
hepaética.

En conclusion, la aplicacion experimental de hAM y sus células otorga resultados
alentadores, avalando su uso como terapia antifibrotica y regenerativa en fibrosis hepatica.

Palabras clave (lenguaje natural): Fibrosis hepatica, matriz extracelular, membrana

amniodtica humana, medicina regenerativa.



INDICE

CAPITULO 1: INTRODUCCION (12)
CAPITULO 2: OBJETIVOS (15)
CAPITULO 3: METODOLOGIA (16)
CAPITULO 4: RESULTADOS (18)
4.1.  Estructura del higado. (18)

4.2.  Fibrosis hepatica: patogenia y principales aspectos. (21)

4.2.1. Injuria cronica: inflamacion y microambiente pre-fibrotico.  (21)

4.2.2. Reparacion hepatica: ¢Regeneracion o fibrosis? (24)

4.2.3. Depésito de matriz extracelular (MEC). (26)

4.2.3.1. Dinamica y caracteristicas de la MEC hepética. (27)

4.2.3.2. Células productoras de MEC. (31

4.2.3.3. Eventos moleculares asociados. (36)

4.2.4. Patrones de Fibrosis hepatica. (40)

4.2.5. Rol de las células hepéticas no parenquimatosas. (42)

4.2.6. Complicaciones asociadas a Fibrosis hepatica. (44)

4.2.7. Tratamiento de Fibrosis hepatica: actualidad y futuras

perspectivas. (46)

4.2.8. Mecanismos de regresion de Fibrosis hepatica. (48)

4.3.  Terapia celular emergente en Fibrosis Hepatica. (51)
4.4, Membrana amni6tica humana (hAM). (53)
4.4.1 Embriologia y desarrollo de la hAM. (55)

4.4.2. Estructura e histologia de la hAM. (56)

4.4.3. La hAM como fuente de células madre. (59)

4.4.3.1. Células epiteliales amnioticas humanas (hAECs).  (60)
4.4.3.2. Células mesenquimales estromales amnidticas
humanas (hAMSCs). (62)
4.4.4. Propiedades y beneficios de la hAM. (63)
4.4.4.1. Propiedades inmunomoduladoras y
antiinflamatorias. (64)

4.4.4.2. Propiedades angiogénicas y antiangiogénicas. (65)



4.4.4.3. Propiedades reepitelizantes.
4.4.4.4. Propiedades antitumorales.
4.4.4.5. Propiedades antibacterianas.
4.4.4.6. Propiedades antifibroticas.
4.5.  Efectos del uso de hAM en Fibrosis hepatica.
4.5.1. Trasplante de células amnioticas.
4.5.1.1. Efectos del trasplante de hAECs.

4.5.1.2. Efectos del trasplante de hAMSC:s.

4.5.2. Aplicacion de fragmentos de hAM.
CAPITULO 5: CONCLUSIONES
BIBLIOGRAFIA

(66)
(66)
(67)
(68)
(69)
(69)
(70)
(73)
(77)
(84)
(87)



INDICE DE FIGURAS

3.1. Algoritmo de busqueda y seleccién de articulos.

4.1. Esquema de un sector del lobulillo hepatico.

4.2. Microfotografia de un espacio portal tipico, con sus tres estructuras
fundamentales.

4.3. Esquema de las diversas etiologias gatillantes de fibrosis hepatica.

4.4. Proceso de fibrogénesis hepatica.

4.5. Caracteristicas principales de las HSC activadas/miofibroblastos,
con sus principales mediadores moleculares.

4.6. Patrones de fibrosis hepética segun su etiologia.

4.7. Mecanismos asociados a la reversion o regresion de la fibrosis hepatica.

4.8. Tejidos perinatales humanos: placenta, membranas fetales y

corddn umbilical.

4.9. Origen embriologico del epitelio amniotico humano a partir del epiblasto.

4.10. Placenta humana a término de la gestacion.

4.11. Capas de la membrana amniética humana (hAM).

4.12. Esquema ilustrativo de los marcadores expresados por las células
epiteliales amnioticas humanas (hAECs) y las células estromales
mesenquimales amnioticas humanas (hAMSCs).

4.13. Moléculas secretadas por las hAECs.

4.14. Principales propiedades de la membrana amniotica humana (hAM)
descritas hasta la fecha, con sus respectivos fundamentos.

4.15. Esquema ilustrativo de los principales efectos antifibréticos del
trasplante de células epiteliales amnidticas humanas (hAECS),
observados en modelos preclinicos de fibrosis hepatica.

4.16. Esquema ilustrativo de los principales efectos antifibroticos del
trasplante de células mesenquimales estromales amnioticas humanas
(hAMSCs), observados en modelos preclinicos de fibrosis hepatica.

4.17. Esquema ilustrativo de los principales efectos antifibréticos de la
aplicacion de fragmentos o parches de membrana amni6tica humana

(hAM), observados en modelos preclinicos de fibrosis hepatica.

(17)
(18)

(19)
(22)
(27)
(34)
(42)
(50)
(54)
(55)

(57)
(58)

(60)

(61)

(69)

(73)

(75)

(82)

10



11

INDICE DE TABLAS

4.1. Cambios en los componentes de la MEC del higado, en fibrosis

hepatica moderada y severa. (31)
4.2. Conjunto de estudios preclinicos que han recurrido al uso y trasplante

de células amnidticas humanas y sus derivados para el tratamiento de

fibrosis hepética en la Gltima década. (76)
4.3. Caracterizacion de los métodos mas comunes de preservacion de amnios

humano a largo plazo, utilizados en &mbitos experimentales y clinicos. (79)
4.4. Conjunto de estudios preclinicos que han recurrido a la aplicacion de

parches de membrana amniética humana (hAM) para el tratamiento de

fibrosis hepatica en la Gltima década. (83)



12

CAPITULO 1: INTRODUCCION

El higado es la glandula més grande del cuerpo humano, llegando a pesar
normalmente entre 1.400 y 1.600 gramos en un individuo adulto (1). Es un drgano
fundamental para la vida, puesto que cumple la funcion de mantener la homeostasis corporal
a través del metabolismo de aminoacidos, carbohidratos, lipidos y vitaminas adquiridos en la
alimentacion, de la sintesis de proteinas séricas, y de la detoxificacion y excrecién de
productos de desecho en la bilis (2).

Al estar involucrado en tantas funciones cruciales para el organismo, el higado es
vulnerable a una gran variedad de injurias metabolicas, toxicoldgicas, bacterianas,
circulatorias y neoplasicas, conformando un grupo de enfermedades denominadas
hepatopatias (1,3). Las hepatopatias crénicas son un problema de actualidad y un tema
preocupante para la salud publica, debido a que causan mas de 44.000 muertes en EEUU y
casi 2 millones de muertes en todo el mundo cada afio (4).

Independientemente de la etiologia, ya sea por infeccion viral, alcoholismo, exceso
de grasas, autoinmunidad, trastornos metabolicos o defectos congénitos, las hepatopatias
cronicas comparten un elemento en comun que se origina a partir de la respuesta inflamatoria,
el cual consiste en un excesivo depdsito de tejido cicatricial conformado por matriz
extracelular (MEC), conocido como fibrosis hepatica (5,6). Durante una injuria aguda, o de
corta duracion, la fibrosis es balanceada adecuadamente a través de mecanismos
antifibréticos que permiten la resolucidn de la cicatriz, mientras que en una injuria cronica
se produce un desbalance entre mecanismos antifibréticos y pro-fibrogénicos que genera
depdsitos de matriz extracelular en exceso, destruyendo la arquitectura del higado,
comprometiendo la funcion hepética y aumentando el riesgo de desarrollar cirrosis o, en el
peor de los casos, carcinoma hepatocelular, el que causa aproximadamente 790.000 mil
muertes alrededor del mundo (3,4).

Por su parte, la MEC corresponde al medio circundante que actua como red de
sustento e inclusion de células, participando ademas en procesos de comunicacion,
sefializacién y migracién celular. Por lo tanto, la MEC tiene un papel fundamental en el
desarrollo de la fibrosis hepatica, ya que su comportamiento define la dindmica y evolucion

de esta condicion (7).
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Debido al caracter progresivo de la fibrosis hepética, resulta de suma urgencia
encontrar alternativas terapéuticas. Si bien es sabido que el trasplante hepatico es una
estrategia muy eficiente, la poca cantidad de donadores sanos, disponibles y compatibles,
mas las mortales listas de espera, las tasas de rechazo al injerto y los altos costos quirurgicos,
representan un obstaculo de gran magnitud. Y segun las estadisticas, las hepatopatias
cronicas estan entre las diez principales causas de muerte a nivel mundial (8), lo que empeora
aun mas el contexto para los pacientes.

La evidente falta de una terapia antifibrotica para la fibrosis hepatica ha hecho que la
investigacion se enfoque en el uso de células madre, consideradas como un elemento muy
prometedor en el area de Medicina regenerativa. Pese a que el higado tiene la capacidad de
regenerarse por si mismo, cuando el dafio va mucho mas alla del reparo las consecuencias
pueden ser fatales. Entonces, el uso de células madre surge como una buena alternativa para
restaurar el higado dafado (8).

La Medicina regenerativa se puede definir como un area interdisciplinaria que aplica
principios y métodos de ingenieria, biologia y medicina en el reemplazo o regeneracion de
células, tejidos u 6rganos humanos para restablecer la funcién normal. Y uno de sus
principales enfoques metodoldgicos es la terapia basada en el uso de células madre (9).

Las células madre corresponden a células inmaduras, indiferenciadas, con la
capacidad de autorrenovarse y la habilidad de generar diferentes tipos celulares. Existen
principalmente células madre de tipo embrionarias, adultas y mesenquimales, las que se
pueden encontrar en tejidos fetales, médula 6sea y tejido adiposo, respectivamente (10).
Muchos estudios han demostrado que diversos tipos de células madre son candidatas
prometedoras para reemplazo y regeneracion celular del higado (8), particularmente las
células de tejidos perinatales humanos, como la placenta y las membranas fetales. Estos
tejidos se han convertido en una de las fuentes mas atractivas debido a la falta de problemas
éticos y a sus caracteristicas inmunoldgicas beneficiosas, especialmente la membrana
amniotica, ubicada en la zona mas interna de la placenta (11).

Por muchos afios, la membrana amniética humana ha sido considerada como desecho
médico junto a la placenta luego del parto, sin embargo, la situacion cambi6 gracias al
descubrimiento de sus propiedades y ventajas clinicas (11). Su uso como trasplante fue

descrito por primera vez en el afio 1910 en enfermedades de la piel, pero méas tarde se
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extendi6 al area de Oftalmologia, donde ha sido hasta la actualidad un método efectivo para
tratar dafio epitelial en la superficie ocular (9,12,13). En cuanto al &rea de Dermatologia, la
membrana amnidtica hoy en dia es utilizada para tratar quemaduras, Ulceras crénicas,
epidermdlisis, entre otras patologias (9). Estos hechos abrieron paso a la investigacion de las
propiedades de la membrana amnidtica humana y sus células, entre los que se encuentran la
baja inmunogenicidad y nulo rechazo del huésped, la promocién de epitelizacion,
propiedades antiinflamatorias, inmunomoduladoras, angiogénicas y antiangiogénicas,
antifibrdticas, antimicrobianas, antitumorales y la ausencia de problemas éticos (9,11-14).
Gracias a estas caracteristicas, la membrana amnidtica humana se convirtié en un elemento
ventajoso, prometedor y atractivo para los investigadores, especialmente para el tratamiento
de fibrosis hepatica en el area de Hepatologia.

Por lo tanto, en la ultima década se han realizado diversos ensayos preclinicos para
poner a prueba los efectos de la membrana amniotica humana y sus céelulas en higados con
fibrosis, donde se han obtenido resultados alentadores que apoyan los efectos positivos de su
aplicacion terapeutica en el futuro (11,15). En este contexto, es de suma importancia recopilar
la mayor cantidad posible de resultados, obtenidos en la Gltima década, en cuanto al uso de
membrana amniotica humana en modelos de fibrosis hepética y al comportamiento de la
MEC del higado fibrdtico, durante el curso de la patologia y bajo la aplicacion de este tejido
perinatal y sus células. Esto permitira ampliar perspectivas, abrir puertas a nuevas
investigaciones, resolver interrogantes y, en lo posible, avanzar hacia la realizacion de
ensayos en pacientes, puesto que la polémica situacion actual de las terapias antifibréticas lo

amerita.



15

CAPITULO 2: OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Sintetizar la informacion disponible en la literatura cientifica sobre los fenémenos
celulares y moleculares que ocurren en la matriz extracelular en un cuadro de fibrosis

hepatica, y ademas los efectos de la aplicacion terapéutica de membrana amnidtica humana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Explicar las caracteristicas de la fibrosis hepatica como enfermedad, sefialando con
detencidn los mecanismos fisiopatoldgicos, celulares y moleculares involucrados.

- Describir las caracteristicas de la matriz extracelular hepética, a fin de identificar los
componentes cruciales que participan en la patogenesis de la fibrosis.

- Detallar las caracteristicas de la membrana amniotica humana, a fin de identificar sus
propiedades regenerativas.

- Analizar los efectos de la membrana amniotica humana al ser aplicada sobre modelos

de fibrosis hepatica.
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CAPITULO 3: METODOLOGIA

Esta investigacion constituye una revision bibliogréfica, cuya realizacion se basé en
la busqueda y recopilacion de articulos cientificos relacionados a la tematica de estudio,
utilizando los conceptos clave, en lenguaje natural, “liver fibrosis”, “extracellular matrix”,
“human amniotic membrane” Y ‘“regenerative medicine” en seis bases de datos: Medline,
Ebsco, Scopus, Cochrane, Scielo y LILACS, a través de blsqueda simple y busqueda
avanzada. Tanto para busqueda simple como avanzada se emplearon combinaciones entre
los conceptos clave junto al operador boleano and, sin embargo, para la blsqueda avanzada
se afladieron ademas las opciones title y title/abstract. Finalmente, las combinaciones entre
los conceptos clave, en lenguaje natural, para ambas busquedas resultaron ser las siguientes:
liver fibrosis AND extracellular matrix, human amniotic membrane AND regenerative

medicine y liver fibrosis AND human amniotic membrane.

Como primer filtro, se aplicaron las opciones de texto completo, fecha de publicacion
desde el afio 2010 al 2020 y los idiomas inglés y espafiol. Como segundo filtro, se
seleccionaron todos aquellos articulos relacionados con fibrosis hepética y eventos tanto
celulares como moleculares que ocurren en la matriz extracelular del higado en presencia de
esta patologia. También se seleccionaron articulos relacionados con las propiedades y
beneficios de la membrana amnioética humana en medicina regenerativa, y con los efectos de

la membrana amniotica humana en fibrosis hepatica.
Dentro de este segundo filtro, se aplicaron ademas los siguientes criterios de
inclusion:

- Articulos basados en estudios experimentales y revisiones de la literatura.

- Estudios hechos en modelos animales y, en caso de existir, también en tejidos
humanos de cualquier rango etario.

- Estudios realizados en biopsias, necropsias (estudios in situ) y cultivos

celulares (estudios in vitro).

Cabe mencionar que se excluyeron todos los articulos relacionados con fibrosis no
hepética, con aplicacion de membrana amnidtica humana en otros tejidos y también aquellos

con idiomas diferentes al inglés y espafiol. A partir de estos filtros en las seis bases de datos
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consultadas, se obtuvo un total de 622 articulos, cuya cantidad disminuyo a 344 con la

eliminacion de articulos duplicados.

Para llevar a cabo una seleccion de articulos mas estructurada, los 344 articulos
previamente seleccionados fueron sometidos a un sistema de tablas de andlisis de titulo y
resumen, cuya utilidad fue organizar y clasificar los articulos de modo que estos fuesen
acordes a la metodologia de blsqueda y a las tematicas principales. Se descartaron 99
articulos en base al analisis de su resumen, finalmente quedando la cantidad de 245 articulos.
Ademas, para esta revision se incorpord una tesis doctoral y extractos de 3 libros de
Histologia, 2 libros de Patologia y 2 libros de Embriologia, como complemento bibliografico

y respaldo tedrico.

Finalmente, se obtuvo un total de 253 referencias para realizar la revision y la
posterior redaccion de este proyecto, cuyo algoritmo de busqueda se muestra a continuacion

en la figura 3.1.

- liver fibrosis AND extracelular Medline Libros Tesis
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CAPITULO 4: RESULTADOS
4.1. ESTRUCTURA DEL HIGADO.

El higado es el 6rgano glandular de mayor tamafio, con aproximadamente un 2,5%
del peso corporal de un adulto, y se encuentra envuelto en una capsula de tejido conectivo
fibroso denominada capsula de Glisson, la cual se continta con el estroma de tejido conectivo
hepatico (16).

Internamente, el parénquima se encuentra organizado en lobulillos hepaticos,
conformados a su vez por cordones o trabéculas de hepatocitos bien organizados, que
normalmente tienen una sola célula de espesor, y que convergen en una vena centrolobulillar
(16). Entre los cordones de hepatocitos, se encuentran los capilares sinusoidales conformados
por células endoteliales, también llamados sinusoides hepéticos. Y, a su vez, entre los
sinusoides y las filas de hepatocitos, se encuentra el espacio perisinusoidal o espacio de
Disse, que contiene microvellosidades hepatocitarias, fibras reticulares, fibroblastos y células
estrelladas hepaticas, también conocidas como celulas de Ito (Fig. 4.1) (16-18).
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FIGURA 4.1. Esquema de un sector del lobulillo hepatico. En él se observan cordones de
hepatocitos convergiendo hacia la vena centrolobulillar y separados por los sinusoides
hepaticos. Abajo a la derecha, se observa un espacio portal con sus elementos clasicos:

conductillo biliar (Cb), arteriola hepatica (A) y vénula porta hepatica (V). Extraido y
modificado de la referencia (18).

El flujo sanguineo de los sinusoides hepéticos procede de las ramas terminales de la
vena porta hepatica y de la arteria hepatica (17), las cuales circulan por el parénquima del
higado a través de una red de tejido conectivo que conforma a los denominados espacios
portales (Fig. 4.2). Estos espacios también contienen conductillos biliares que llevan la bilis
en sentido opuesto a la irrigacion sanguinea (16,17). Al estar rodeados por los hepatocitos
mas periféricos del lobulillo hepético, los espacios portales actian como limites de
separacion entre cada lobulillo. Ademas, en los bordes de cada espacio portal, entre el tejido
conectivo del estroma y los hepatocitos, existe una pequefia zona llamada espacio periportal
0 espacio de Mall, en el cual se cree que se origina el liquido linfatico del higado (16).

FIGURA 4.2. Microfotografia de un espacio portal tipico, con sus tres estructuras
fundamentales. (VP: vénula porta terminal; A: arteriola hepatica y B: conductillo biliar).
También es posible visualizar pequefias vias linfaticas (L), trabéculas de hepatocitos
periféricos (H) y sinusoides hepaticos (S) entremedio. Tincion H-E. Extraido y modificado

de la referencia (17).
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En el higado sano, la MEC se encuentra en muy pocas cantidades y en forma de tejido
conectivo laxo, compuesto de sustancia amorfa, agua, iones, fibras de colageno, fibras
reticulares y fibras elasticas, y se concentra principalmente en los espacios portales y, en
menor medida, en el espacio perisinusoidal de Disse (16).

Junto al espacio de Disse, se encuentran los sinusoides hepaticos revestidos por un
endotelio discontinuo, es decir, con espacios libres entre las células que los componen,
conocidas como células endoteliales sinusoidales hepaticas (LSEC). Sin embargo, también
forman parte de la pared del sinusoide las denominadas células de Kupffer, que actdian como
macréfagos hepaticos y sin la necesidad de estar unidos a las LSECs (18).

Las células estrelladas hepaticas (HSC), por su lado, son células mesenquimales
ubicadas en el espacio de Disse, cuyas microproyecciones citoplasmaticas abrazan a las
células endoteliales de los sinusoides por un lado y, por el otro, se contactan con el cuerpo
celular de los hepatocitos. A pesar de representar tan solo un 10% aproximado del total de
ceélulas hepaticas, las HSC en estado quiescente, o de reposo, son capaces de almacenar hasta
el 80% de la vitamina A corporal en forma de retinol, distribuida en gotas lipidicas
citoplasmaticas y periféricas (16,17).

Si bien los hepatocitos son las principales células funcionales del higado, las HSC
ejercen un rol protagonico en el proceso de fibrogénesis hepatica (16), el cual revisaremos
en las siguientes secciones.

El arbol biliar del higado, por otro lado, también es un componente estructural
importante. Es un sistema tridimensional de conductos tapizados por células epiteliales
Ilamadas colangiocitos, cuya forma cubica se convierte en forma cilindrica a medida que el
didmetro de los conductos aumenta (16). Los canaliculos biliares son las ramas mas pequefias
del arbol biliar y se ubican alrededor de la superficie de los hepatocitos, cubriendo sus cuatro
caras. Los hepatocitos vierten la bilis en ellos y ésta circula desde la region centrolobulillar
hasta los espacios portales, donde los conductillos biliares finalmente la recolectan y la
conducen por el resto de la via biliar hasta la vesicula (16).

Cerca del espacio portal, pero todavia dentro del lobulillo hepatico, los canaliculos
biliares se transforman en canales de Hering, cuyo revestimiento se conforma por hepatocitos
y colangiocitos. Ademas de poseer una actividad contractil que contribuye al paso de la bilis

hacia el espacio portal, los canales de Hering actian como un reservorio de células
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progenitoras hepaticas. Lo anterior se corrobor6 con la aparicion de precursores de células
hepaticas en esta zona, durante el transcurso de injurias caracterizadas por dafios importantes

en los hepatocitos (16-18).

4.2. FIBROSIS HEPATICA: PATOGENIA Y PRINCIPALES
ASPECTOS.

La fibrosis hepatica se puede definir como un proceso bioldgico dindmico
coordinado por diversas acciones celulares y cascadas moleculares, que consiste en la
acumulacion de componentes de MEC en el espacio de Disse y en los tractos portales
ubicados en la periferia de los lobulillos hepaticos (3,19). Esta acumulacion ocurre de manera
excesiva y genera tejido cicatricial que distorsiona la arquitectura hepatica, debido a la
pérdida del equilibrio existente entre mecanismos profibrogénicos y antifibroticos propios de
un higado sano (19).

4.2.1. Injuria crénica: inflamacion y microambiente pre-fibrotico.

El higado es el sitio de activacion de respuestas inmunes, donde diversas toxinas,
como alcohol, grasas y productos bacterianos, son absorbidos desde el intestino y
transportados a través de la vena porta (20). Esta ubicacion estratégica entre el tracto
intestinal permite que el higado, particularmente los sinusoides hepaticos, actien como
barrera bioquimica critica ante un estimulo (21). Las células de Kupffer, las HSC y las LSEC
estdn en contacto con la circulacion portal y son capaces de detectar cualquier estimulo
inflamatorio y producir citoquinas y quimioquinas inflamatorias, de este modo reclutando a
otras células inflamatorias desde la circulacion sistémica. Estas interacciones celulares
amplifican la respuesta inflamatoria hacia el parénquima hepatico, causando la muerte de los
hepatocitos en caso de un estimulo persistente (20).

La muerte hepatocitaria es el evento inicial de todas las diversas etiologias de
enfermedades hepaticas (3). Si bien la apoptosis es el mecanismo de muerte celular mas
comun, también pueden ocurrir necrosis y necroptosis, un tipo de necrosis regulada y

controlada, de acuerdo al tipo de injuria (22).
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Cada hepatopatia cronica, ya sea hepatitis por virus de hepatitis C (HCV) o virus de
hepatitis B (HBV), enfermedad hepética alcohdlica, hepatopatia autoinmune, hepatopatia
grasa no alcohdlica (NAFLD) y esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), que son las méas
frecuentes, representa a un tipo de injuria en particular que conlleva a una respuesta
inflamatoria con un amplio panel de sefiales moleculares que activan el fenotipo fibrogénico
de las HSC (Fig. 4.3) (6,23,24).

Hepatopatia T NAFLD Hepatopatia
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FIGURA 4.3. Esquema de las diversas etiologias gatillantes de fibrosis hepatica. ROS:
especies reactivas de oxigeno; LPS: lipopolisacaridos; HCV: virus de hepatitis C; NAFLD:
hepatopatia grasa no alcohdlica; NASH: esteatohepatitis no alcohdlica. Extraido y

modificado de la referencia (24).

HBV y HCV son virus que no producen la muerte en células infectadas, sin embargo
la injuria hepatica es producida y mediada por el mismo sistema inmune del huésped tratando
de eliminar el virus, causando infeccion e inflamacion crénicas. Algunas proteinas no
estructurales del HCV, como NS3 y NS5, son capaces de estimular la activacion de las
propiedades proinflamatorias y profibrogénicas de las HSC, contribuyendo directamente al

desarrollo de fibrosis (25). Por otro lado, casi un 90% del alcohol ingerido es metabolizado
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en el citosol de los hepatocitos, donde es oxidado a acetaldehido, una toxina que produce
dafio hepatocelular directo mediante apoptosis de los hepatocitos. El acetaldehido también
es capaz de estimular directamente la activacion de las HSC e inducirlas a producir colageno
tipo 1 (26,27).

En hepatopatias grasas, como NAFLD y NASH, el exceso de &cidos grasos libres
provoca la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), estrés oxidativo y la liberacién
de citoquinas proinflamatorias como IL-1p, IL-6 y TNF-a, actuando como factores criticos
para el desarrollo de fibrosis (24). Ademas de los lipidos, otro factor relevante en injurias
hepaticas cronicas es el hierro, cuya sobrecarga afecta a hepatocitos y células de Kupffer,
conduciendoles a producir ROS y mediadores profibrogénicos que activan a las HSC (28).

Estas formas de dafio hepatocelular convergen en la muerte de los hepatocitos,
generando la liberacion de fragmentos celulares y cuerpos apoptéticos que actGan como
patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs) y patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMPSs), que activan a las células de Kupffer y, a su vez, reclutan macrofagos
derivados de monocitos (3,6,22). Los monocitos actian como primeros emisores de sefiales
inflamatorias, asi que su infiltracion en el higado es otro detonante clave en la inflamacion
hepatica crdnica (29). Otras células infiltrantes relevantes son los linfocitos T, reclutados
desde la circulacién sanguinea por quimioquinas y citoquinas como la IL-33, la cual es clave
para la activacion de celulas linfoides innatas del higado, las que, a su vez, producen IL-13
para la pronta activacion de las HSC (3,30). Otras células T criticamente involucradas son
las células Th9 y las celulas Thl7, caracterizadas por la produccion de las citoquinas
profibréticas IL-9 e IL-17, respectivamente (31).

Si bien la inflamacion cronica comienza con el reclutamiento de neutréfilos y
macrofagos, practicamente todas las células inmunes estan involucradas en el proceso,
incluyendo células T reguladoras (Treg), linfocitos B, eosinofilos y basofilos, las que junto a
las células hepaticas residentes liberan un amplio rango de citoquinas inflamatorias y factores
de crecimiento, tales como TGF-f, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10 e IFN-y (32,33).

Otro evento importante en las injurias hepaticas cronicas corresponde al estrés
oxidativo, un estado de desbalance entre moléculas prooxidantes y antioxidantes causado por
el exceso de ROS, también llamados radicales libres (34). La abundancia de ROS induce

apoptosis y necrosis de hepatocitos por disfuncién mitocondrial, y también estimula la
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produccion de mediadores fibrogénicos por parte de las células de Kupffer (35-38). Una
fuente de ROS es el complejo enzimatico NADPH oxidasa (NOX), el cual cataliza
reacciones desde el oxigeno molecular hasta la produccion de radicales libres. En el higado
se ha reportado la expresion de varias isoformas de NOX, tales como NOX1, NOX2 y NOX4,
particularmente en células de Kupffer, HSC, hepatocitos y leucocitos infiltrantes, las cuales
favorecen el estrés oxidativo hepético (39-41).

Otro componente significativo es el inflamasoma NLRP3, un elemento del sistema
inmune innato (42). El inflamasoma NLRP3 es un complejo multiproteico enzimatico
intracelular expresado por las células hepéaticas y que responde a sefiales de dafio celular,
como DAMPs, PAMPs y ROS, desencadenando una nueva forma de muerte celular
programada, llamada piroptosis (41). La piroptosis genera liberacién del contenido
citoplasmatico, el cual se compone de citoquinas proinflamatorias como IL-1p e IL-18, de
este modo propagando la sefializacion desde el inflamasoma hacia las células hepaticas
adyacentes (41,42).

Independientemente de la etiologia, la injuria hepatica y el proceso inflamatorio son
escenarios complejos, compuestos por eventos celulares y moleculares que generan un
microambiente tisular adecuado para el suceso mas importante de la fibrosis hepatica: la

produccién de componentes de la MEC por parte de las HSC activadas.

4.2.2. Reparacion hepatica: ¢Regeneracion o fibrosis?

Si bien la respuesta reparativa es una caracteristica intrinseca del higado, es necesario
mencionar hasta qué punto esta se considera normal, debido a que en muchas hepatopatias
cronicas la linea de diferencia entre lo fisiologico y patologico es muy delgada (3). En
ausencia de injuria, el epitelio hepatico es mantenido mediante un lento intercambio de
hepatocitos y/o colangiocitos dentro de sus propios compartimentos. En cambio, cuando
existe alguna injuria, el epitelio se restablece a través de regeneracion del tejido remanente
(19).

La regeneracion hepatica es el proceso por el cual el higado es capaz de restituir tanto
arquitectura como funcidn tisular normal y sin dejar una cicatriz, a traves de una respuesta
molecular y celular transitoria cuya resolucion es vital para el restablecimiento de la

homeostasis hepatica (19,43). Este proceso es conducido por proliferacion celular epitelial,
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incluyendo hepatocitos y células progenitoras hepéticas (HPC), y es altamente controlado y
regulado por una compleja red de sefializaciones entre dichas células epiteliales y las demés
células no parenquimatosas, como células de Kupffer y HSC (43). Cuando los hepatocitos
remanentes no son suficientes ni tampoco capaces de replicarse, se activa el nicho que
contiene a las HPC como un mecanismo auxiliar para la regeneracién de masa hepatica
funcional (44). Las HPC son células de carécter bipotencial, con la capacidad de diferenciarse
hacia lineas celulares biliares o hepatocitarias, dependiendo del proceso de injuria, y estan
ubicadas en los canales de Hering. Por lo tanto, estos canales se activan cuando se necesitan
células maduras (44).

Otro evento celular importante y paralelo al proceso de regeneracion hepética es la
reaccion ductal, la cual consiste en la proliferacion de los colangiocitos que tapizan los
canaliculos biliares del higado. Esta reaccion comparte el mismo nicho que las HPC, en el
cual también existe produccion de MEC para otorgar soporte y un microambiente tisular
adecuado mientras dure el proceso regenerativo (45). La produccion de componentes de
MEC recae en las HSC, las que se activan gracias a mediadores inflamatorios y fibrogénicos
que se liberan tras la injuria (19).

Para finalizar el proceso de regeneracion, los macrofagos hepaticos adquieren un
fenotipo antifibrotico y secretan metaloproteinasas de matriz (MMPs) que degradan el exceso
de componentes de MEC, para la resolucion del tejido cicatricial (19). También participan
células “natural killers” (NK), particularmente en la eliminacion de las HSC activadas (46).
En el proceso regenerativo normal, la activacién temprana de las HSC produce un aumento
de &cido retinoico y de RAE-1, un ligando que activa los receptores de las células NK y
permite su interaccion con las HSC, ejerciendo el efecto citotoxico sobre ellas y
eliminandolas. Estos mecanismos son clave para mantener controlada la produccion de MEC
y la presencia de las HSC activadas una vez que ya se ha regenerado el rea hepatica afectada
(46).

Ahora bien, ante una injuria crénica y con respuesta inflamatoria persistente, el
microambiente tisular presenta elevados niveles de citoquinas inflamatorias y fibrogénicas,
como TGF-B, considerada la citoquina fibrética mas potente. Estos niveles son tan elevados
que suprimen la funcién antifibrotica de las células NK contra las HSC activadas, inclinando

la balanza a favor del desarrollo de fibrosis hepatica (19,46).
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Finalmente, tanto regeneracion como fibrosis hepética comparten cascadas de
eventos en comun inducidos por una injuria y que bifurcan como resultado del dafio crénico
(19). Sin embargo, la naturaleza de este dafio sera un factor clave para la definicion del

destino del proceso reparativo del higado.

4.2.3. Depdbsito de matriz extracelular (MEC).

Con el establecimiento de una injuria cronica, mas la consecuente alteracién en los
mecanismos reparativos, comienza el proceso de fibrogénesis hepatica, cuyas células
protagonistas son las HSC activadas, en respuesta a mediadores derivados de hepatocitos
dafiados, como las citoquinas inflamatorias TGF-p y TNF-a (47).

El espacio de Disse, donde se ubican las HSC, contiene una MEC similar a membrana
basal de baja densidad con colageno tipo 1V y laminina, que es crucial para mantener la
funcion diferenciada de los hepatocitos, y también lo suficientemente porosa como para
permitir el intercambio metabdlico entre el flujo sanguineo y los hepatocitos del parénquima
(Fig. 4.4) (21,48).

La MEC es un microambiente complejo, dinamico y constituido por una red de
moléculas altamente organizada, incluyendo agua, proteinas, proteoglicanos vy
glicoproteinas, que permite el anclaje celular y otorga integridad funcional y estructural a los
tejidos. Posee un balance precisamente regulado entre su sintesis y degradacion, para brindar
la homeostasis tisular necesaria. Sin embargo, durante una injuria hepatica cronica, la
produccién de MEC excede a su degradacion y se desarrolla fibrosis hepatica como resultado
de un progresivo depdsito de componentes matriciales. Estos mismos cambios en la
composicion de la MEC, a su vez, estimularan directamente el proceso de fibrogénesis
(48,49), ilustrado en la figura 4.4.
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FIGURA 4.4. Proceso de fibrogenesis hepatica. La activacion de las HSC, y posterior
acumulacion de MEC, conduce a la pérdida de microvellosidades hepéticas y a la
desaparicion de las fenestras endoteliales, la cual se detalla en las proximas secciones.
Estos cambios en la arquitectura hepatica distorsionan el transporte de solutos entre los
sinusoides y los hepatocitos, contribuyendo a la injuria celular hepatica. MEC: matriz
extracelular; HSCs: células estrelladas hepaticas. Extraida y modificada de la referencia
(23).

4.2.3.1. Dinamicay caracteristicas de la MEC hepatica.

Normalmente, la MEC hepatica conforma menos del 3% en una seccion de tejido y
aproximadamente el 0,5% del peso del higado. Se puede encontrar en la capsula hepatica,
tractos portales, venas centrales y en el espacio perisinusoidal de Disse (48). Gracias a
estudios previos de protedmica en higado humano descelularizado, se han podido identificar
mas de 150 distintas proteinas de MEC que conforman el denominado matrisoma hepatico
sano. Entre ellas se pueden encontrar principalmente una gran variedad de colagenos
(colagenos fibrilares, transmembrana, formadores de redes y asociados a fibras),
glicoproteinas (fibrindgeno y fibronectina), proteoglicanos (biglycan, decorina, lumican y
versican), proteinas asociadas a la formacion de fibras elasticas, elastina, proteinas

matricelulares (periostina y tenascina), entre otras (21,50).
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Ademaés de actuar como soporte estructural, la MEC también imparte propiedades
mecano-elasticas y ofrece sefiales al microambiente que influencian funcién, proliferacion,
supervivencia, forma, migracién y diferenciacién celular, asi modulando homeostasis,
remodelacion y regeneracion tisular (50). La MEC juega un papel vital en el funcionamiento
de las HPC a través de la presentacion de sefales de factores proliferativos y del depésito de
un sustrato que permita su migracion y diferenciacion, para el proceso de repoblacién
hepatica normal (51). En efecto, la correcta interaccion entre los aspectos bioquimico y
biomecanico de la MEC es un factor crucial para las HPC, debido a que esta interaccion es
la que finalmente define si el proceso reparativo del higado es fisioldgico o patoldgico (52).

La MEC puede controlar el fenotipo de las celulas a través de interacciones célula-
MEC. Las células, a su vez, son capaces de unirse a los componentes de la MEC mediante
receptores de superficie celular especificos, llamados integrinas, 0 mediante proteinas tales
como cadherinas y selectinas (53). La adhesion intercelular mediada por integrinas es uno de
los principales determinantes del comportamiento celular, puesto que actian como mecano-
receptores que detectan sefiales mecanicas desde la MEC y las convierten en sefiales
intercelulares. En efecto, durante la fibrosis hepéatica ocurren cambios en los niveles de
expresion de integrinas, encontrandose cantidades aberrantes de ellas. Esto indica que las
integrinas se correlacionan positivamente con la actividad fibrogénica de la MEC, influyendo
activamente en las interacciones célula-célula y célula-MEC del higado (54). Entonces, este
conjunto de componentes extracelulares, también conocido como matrisoma, trabaja
bidireccionalmente con las células circundantes para crear un microambiente dindAmico capaz
de responder a estimulos. Si bien el matrisoma hepatico puede modificarse durante una
injuria aguda, éste se restaura una vez que el dafio acaba. No asi ante una injuria cronica, en
la que el matrisoma transicional es progresivamente reemplazado por una cicatriz densa (21).

La MEC también actia como un gran reservorio de moléculas sefializadoras,
incluyendo factores de crecimiento, citoquinas y quimioquinas, y es capaz de regular el
acceso de receptores a sus respectivos ligandos, modular la distribucién espacial de factores
de crecimiento, crear gradientes quimiotacticos y secuestrar moléculas sefializadoras
mediante interacciones con glicosaminoglicanos (GAGSs), hasta que sea necesaria su
liberacién (21,55).
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La fibrosis en si altera la estructura de la MEC y provoca la liberacion de fragmentos
sefializadores que son determinantes en el proceso fibrogénico. EI componente mas
prominente de la MEC es el colageno, cuyos fragmentos han demostrado tener importantes
propiedades sefializadoras en diferenciacion, migracion y funcion celular. Con la
remodelacién de la MEC hay un aumento en la actividad proteolitica que produce la
liberacion de fragmentos bioactivos a partir de algunos tipos de colageno localizados en la
membrana basal del espacio de Disse, como por ejemplo el coladgeno tipo XVIII, cuyo
fragmento liberado es la endostatina, un péptido de potente sefializacion que puede
interactuar con receptores de superficie celular. Algo similar ocurre con el colageno tipo 1V,
cuyo fragmento bioactivo es la endotropina, que ha demostrado estimular la fibrosis
regulando positivamente la expresion de otros constituyentes de la MEC (56,57).

La MEC influencia notablemente el comportamiento y funcién de las células
hepaticas. Los cambios cualitativos y cuantitativos que sufre la MEC durante la fibrogénesis
conducen a la rigidez de la matriz, cuyas fuerzas mecanicas se transmiten a las células a
través de mecano-transduccion. Los hepatocitos, HSC, fibroblastos portales y LSEC son las
principales células hepaticas detectoras de fuerzas provenientes de la MEC (58,59).

Respecto a su contenido durante el progreso de la fibrosis, se ha observado que la
MEC hepatica es capaz de aumentar su contenido hasta 7 veces mas de lo normal. EI proceso
comienza en el espacio de Disse, donde la matriz similar a membrana basal compuesta de
colagenos tipo 1V y VI es reemplazada por una matriz mas densa, conformada por colagenos
fibrilares tipo I y Il y fibronectina (60-62). El colageno tipo IV, por su parte, se deposita
progresivamente en la periferia de los sinusoides, tapizando a las LSEC y provocando un
proceso denominado capilarizacién de los sinusoides, el que sera visto en las proximas
secciones. También aumenta el colageno tipo V, el cual participa en el ensamblaje de los
colagenos tipo I y 111 (61).

Otro componente importante de la MEC que también se ve afectado es la elastina,
una proteina amorfa altamente resistente que conforma el nicleo de las fibras elasticas (63).
La elastina forma fuertes complejos fibrilares y es activamente sintetizada por fibroblastos
portales y HSC activadas durante el proceso de fibrogénesis, al igual que las fibras de
colageno tipo I y Ill. La elastina se acumula principalmente en los tabiques fibréticos

internodulares y en los espacios portales, ademas de encontrarse entrelazada al coldgeno tipo
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| en etapas tardias de la fibrosis hepatica. En efecto, la sintesis y el depdsito abundante de
elastina se observa cominmente en la etapa de cirrosis hepatica, otorgando mayor rigidez y
resistencia a la degradacion proteolitica (64).

Otro tipo de fibras relevantes que también se ven afectadas son las fibras reticulares,
compuestas de colageno tipo Ill asociado a coladgeno tipo V, las cuales participan en
demarcacion y soporte de los hepatocitos. Con el proceso de fibrogénesis, se produce un
colapso de la red reticular de los sinusoides hepaticos debido a degradacion enzimatica,
afectando directamente el principal andamio de los hepatocitos (65).

Si bien las fibras son los principales elementos de la MEC, no son las Unicas que
aumentan durante la fibrosis. También lo hacen las proteinas matricelulares, como periostina,
fibulina, agrecan, tenascina y decorina, las cuales son expresadas y secretadas dinamicamente
hacia el ambiente extracelular, pero sin contribuir directamente a la principal estructura
fibrilar de la MEC (57). Ademas de las proteinas matricelulares, también se ven afectados
los proteoglicanos, cuya composicion consiste en una proteina central unida covalentemente
a una 0 mas cadenas de GAGs (66). Por ejemplo, algunos proteoglicanos que muestran un
aumento de cantidad son el perlecan, versican y lumican, siendo éste ultimo un importante
contribuyente a la mantencion y estabilidad de las fibras de colageno (67—69). También, se
ve involucrada una glicoproteina conocida como proteina oligomérica de la matriz
cartilaginosa (COMP), la cual es producida por hepatocitos y ha demostrado contribucion en
la acumulacién patoldgica de colageno tipo | (70). Y con respecto a los GAGSs, se ha
demostrado que el dermatan sulfato y el heparan sulfato aumentan en grandes cantidades
durante la fibrosis hepatica (71).

La MEC hepatica tiene un compartimento muy heterogéneo. Si bien todos sus
componentes aumentan, a excepcion de la reticulina que es degradada, cada uno tiene su
propia bioactividad durante el curso de la fibrosis hepatica y de acuerdo a las modificaciones
de la MEC a medida que la enfermedad progresa (72). Estos cambios estructurales se
muestran de forma generalizada y estimada en la Tabla 4.1, en base a la literatura reciente.

Independientemente de la etiologia de la hepatopatia crénica, la MEC hepaética
representa un agente dindmico y participe del proceso de fibrogénesis, proporcionando
sefiales moleculares e interactuando bidireccionalmente con las células hepaticas

circundantes.
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TABLA 4.1. Cambios en los componentes de la MEC del higado, en fibrosis hepética

moderada y severa. Elaborada y modificada a partir de la referencia (57).

Etapa de fibrosis hepatica
Componente de la MEC

Moderada Severa a cirrotica
Colageno tipo I ++ +++
Colageno tipo III ++ 4+
Fibrilar Colageno tipo V —+ +++
Elastina + 44
Reticulina ++ -
No fibrilar Colageno tipo IV + ++
Glicoproteina Fibronectina + ++
Perlecan aF 4+
Proteoglicanos Versican + ++
Lumican + 44
Periostina + 44
Fibulina 4F St
Tenascina aF 4+
Decorina + 44
Glicosaminoglicanos Dermatan sulfato + ++
(GAGs) Heparan sulfato + 4+

4.2.3.2. Células productoras de MEC.

Si bien las HSC activadas tienen un papel protagonico en el depésito de MEC, estas
células no son las Unicas participantes en el proceso fibrogénico. De hecho, las HSC activadas
son parte de una poblacion celular heterogénea encargada de producir componentes de la
MEC, a la cual se les conoce como miofibroblastos hepaticos (73). Encontrandose ausentes
en el higado normal, estos miofibroblastos se caracterizan por tener forma estrellada o

ahusada, por ser altamente contractiles, proliferativos, migratorios y, ademas, por expresar
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tanto matriz pericelular como genes fibroticos en forma abundante, tras un proceso de
activacion o transdiferenciacion celular (74-76).

Los miofibroblastos hepéticos persistentemente activados actian como células de
interconexion capaces de integrar sefiales paracrinas y autocrinas que provienen desde el
ambiente profibrogénico, como ROS, factores de crecimiento, citoquinas, quimioquinas,
adipoquinas y mediadores angiogénicos, producidos por células hepaticas y células inmunes
infiltrantes involucradas en la progresion de la hepatopatia crénica (74).

En el higado, existen dos potenciales fuentes de origen de miofibroblastos: células
intrahepéticas y células extrahepaticas (77). La fuente intrahepética esta dada principalmente
por HSC vy fibroblastos portales, aunque también se ha propuesto que los hepatocitos y
colangiocitos de los ductos biliares experimentan un fendmeno de transicion epitelio -
mesénquima (EMT) que les otorga un fenotipo miofibroblastico (77-79).

Las HSC son celulas mesenquimales con largas prolongaciones citoplasmaticas que
perciben sefiales quimiotacticas y generan fuerzas contractiles que se expanden por el
microambiente, partiendo por su lugar de residencia en el espacio de Disse, de este modo
influenciando el comportamiento de las otras celulas hepaticas circundantes, como celulas
de Kupffer y hepatocitos (80-85). Por lo tanto, al encontrarse en un espacio expuesto a
presion microvascular proveniente de los sinusoides hepaticos y a la tensidbn mecanica
ejercida por el contenido de la MEC, las HSC son propensas a sufrir cambios en su
comportamiento celular, siendo el méas importante de ellos la transdiferenciacion a
miofibroblastos en presencia de estimulos inflamatorios cronicos, cuya caracteristica mas
distintiva es la inhibicion del metabolismo de retinol (vitamina A) y la consiguiente pérdida
de gotas lipidicas (86-88).

La transdiferenciacion o activacion de las HSC se puede definir como un proceso de
transicion hacia el fenotipo miofibroblastico que implica cambios morfoldgicos, secretores y
metabolicos, ademas de la expresion de a-SMA, colagenos tipo | y 111, y de receptores para
factores mitogénicos, quimiotacticos y fibrogénicos (89). Durante este proceso de activacion,
las HSC experimentan una sofisticada reprogramacion genética y metabdlica que es esencial
para adquirir y mantener una rapida proliferacion celular (90). Asi, las HSC requieren un
aumento de glicdlisis para transdiferenciarse a miofibroblastos, ya que el proceso implica

una alta necesidad energética (90,91). Otro evento metabdlico involucrado en la activacion
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de las HSC es la autofagia, un proceso de degradacion y reciclaje de elementos celulares, y
através del cual las HSC obtienen energia gracias a la auto-degradacion de sus gotas lipidicas
con contenido de vitamina A, retinoides y &cidos grasos (92-94).

En el proceso de activacion o transdiferenciacion de las HSC se pueden distinguir dos
fases consecutivas, denominadas iniciacion y perpetuacion (95).

La fase de iniciacion corresponde al conjunto de cambios primarios experimentados
por las HSC, caracterizados por una reprogramacion génica y metab6lica en respuesta a la
estimulacion paracrina proveniente de sefiales proinflamatorias y profibrogénicas del
microambiente y de las células hepaticas circundantes, conduciendo hacia un fenotipo celular
miofibroblastico transitorio, potencialmente reversible (95,96). Ahora bien, ante una
persistente exposicion a estimulos paracrinos, este fenotipo “activado” es inducido a seguir
respondiendo a los factores de crecimiento y citoquinas proinflamatorias del microambiente,
de este modo sosteniendo las respuestas profibrogénicas operadas por el fenotipo
miofibroblastico (95). Esta etapa corresponde a la fase de perpetuacion, la cual incluye
sefiales de supervivencia y retencion del fenotipo activado de las HSC mientras el estimulo
dafiino continde. En esta fase, las HSC activadas también son capaces de ejercer efectos
autocrinos, secretando mediadores, citoquinas y quimioquinas que estimulan su fenotipo
fibrogénico (95,96).

Se ha establecido que la fase de perpetuacion incluye siete principales cambios en el
comportamiento de las HSC ya transdiferenciadas hacia miofibroblastos, y que sostienen el
proceso de fibrosis hepatica (97): 1) Proliferacion, gatillada por el aumento de mediadores
mitogénicos, como PDGF, VEGF y trombina. 2) Migracion, mediada por quimioquinas que
conducen a las HSC activadas al sitio de lesion. 3) Pérdida de retinoides, el cambio mas
distintivo de las HSC activadas, el cual gatilla un cambio morfol6gico por modificacion del
citoesqueleto. 4) Contractilidad, caracterizada por un aumento de filamentos contractiles,
incluyendo a-SMA y miosina. 5) Liberacion de citoquinas y factores solubles, cuyo aumento
permite la sostenibilidad del proceso fibrogénico. 6) Remodelacion de la MEC, por el
aumento de la produccion de MMPs que degradan componentes coldgenos y no colagenos,
incitando al elevado recambio de matriz durante el proceso fibrogénico. Y, 7) Fibrogénesis,
evento en el cual las HSC activadas producen componentes de la MEC en cantidades

abundantes, principalmente colagenos fibrilares de tipo I y 111 y elastina, gracias a la potente
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accion fibrogénica de TGF-B derivado de fuentes paracrinas (23,97-99). Estos eventos se

ilustran a continuacion, en la Figura 4.5.

1) Proliferacion (PDGF,

S VEGF, trombina)
7) Fibrogénesis (TGF-

B1, CTGF)
2) Migracion por
6) Remodelacion alterada quimiotaxis (PDGF)
de MEC (MMPs)
N . /
5) Liberacion de citoquinas / A

inflamatorias (TGF-B) HS activada 3) Pérdida de retinoides

/ (PDGF, autofagia)

4) Contractilidad (ET-1,
miosina, a-SMA)

FIGURA 4.5. Caracteristicas principales de las HSC activadas/miofibroblastos, con sus
principales mediadores moleculares. PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas;
VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial; ET-1: endotelina-1; a-SMA: actina de
musculo liso-alfa; TGF-p: factor de crecimiento transformante-beta; MMPs:
metaloproteinasas de matriz; CTGF: factor de crecimiento de tejido conectivo. Elaborado

en base a la referencia (23).

Las HSC y su fenotipo miofibroblastico son complejos. Una caracteristica importante
de estas células es la produccion de inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPS), en
particular TIMP-1, el cual impide la degradacion de componentes de la MEC y. a su vez
protege, a las HSC activadas de la apoptosis, permitiendo que la fibrosis hepatica progrese
(99). También, se descubrio que la proteina a-SMA presente en las HSC activadas no solo
estd vinculada a su contractilidad celular, sino que también transmite sefiales mecanicas al
nucleo para regular la expresion de genes de componentes de la MEC, como el colageno tipo
I, de esta forma sugiriendo un enlace molecular entre a-SMA y las cascadas de sefializaciones

fibrogénicas (100). Incluso, las HSC activadas producen vesiculas extracelulares con
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propiedades profibrogénicas, cuyo cargamento de proteinas, mRNAs, microRNAs y
mediadores fibrogénicos promociona el fenotipo celular miofibroblastico (101).

Otra fuente intrahepética de miofibroblastos son los fibroblastos portales, ubicados
en el tejido conectivo que rodea los espacios portales del higado (78). Estas células
normalmente participan en el recambio fisiolégico de MEC, sin embargo, también
experimentan un proceso de “activacién” hacia un fenotipo miofibroblastico, en el que
exhiben alta capacidad proliferativa, expresion de a-SMA, de colageno tipo | y fibronectina
(102).

Ademas de las HSC y fibroblastos portales, recientemente se ha propuesto una posible
tercera fuente intrahepatica de miofibroblastos constituida por hepatocitos y colangiocitos,
en la que estas células experimentan una transicion epitelial-mesenquimal (EMT) hacia un
fenotipo miofibroblastico, con la adquisicion de funciones propias de células mesenquimales,
como la produccion de componentes de la MEC (103-107). La EMT puede ser
eventualmente inducida por TGF-p, una potente citoquina fibrogénica que se encuentra en el
microambiente tisular hepatico (105). Sin embargo, existen estudios que contradicen la
existencia de la EMT en fibrosis hepatica, por lo que se necesitan mas estudios para resolver
estos cuestionamientos (107,108).

Con respecto a las fuentes de miofibroblastos extrahepaticas, se ha establecido un
papel potencial para algunas células derivadas de médula Osea, particularmente fibrocitos y
células madre mesenquimales (109,110). La citoquina TGF-p induce el rapido reclutamiento
de células de médula dsea hacia el higado dafiado, donde proliferan y se diferencian hacia
miofibroblastos productores de colageno tipo I, conformando aproximadamente un 5% del
total de células fibrogénicas hepaticas (110).

Los miofibroblastos hepaticos son una poblacion bastante diversa, aunque con un
objetivo en comdn. Su principal fuente de origen radica en las HSC, las que una vez
diferenciadas hacia miofibroblastos producen la mayor parte del colageno del tejido fibroso,
junto a otros componentes de la MEC (111). Y en segundo lugar, se encuentran los
fibroblastos portales, cuya proliferacion destaca notoriamente en los tractos portales

dilatados por la acumulacion de MEC (112).
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4.2.3.3. Eventos moleculares asociados.

Independientemente de su origen, los miofibroblastos hepaticos persistentemente
activados ejercen su fenotipo proliferativo y fibrogénico a través de diferentes vias de
sefializacion e interacciones moleculares (80).

Durante la progresion de la fibrosis hepatica, los miofibroblastos pueden integrar y
responder a sefiales de factores de crecimiento, citoquinas, quimioquinas y adipoquinas, que
son liberadas tanto de células hepaticas residentes, incluyendo hepatocitos, células de
Kupffer, LSECs y colangiocitos, como de células inmunes adaptativas e innatas infiltrantes
que son reclutadas hacia el higado dafiado. También, varias de estas sefiales fibrogénicas son
liberadas por los mismos miofibroblastos, de este modo creando un bucle de sefiales
paracrinas y autocrinas (80,113-115).

Respecto al fenotipo proliferativo de los miofibroblastos hepaticos, la principal
molécula en promoverlo es el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el cual
ejerce los efectos de proliferacion, diferenciacion y migracion miofibroblasticas mas
potentes, sobretodo en las HSC en proceso de activacion (116,117). En condiciones
saludables, PDGF es producido por plaquetas, mientras que durante una injuria hepatica es
expresado principalmente por células de Kupffer, LSECs y las mismas HSC activadas. La
estimulacion de los receptores de PDGF presentes en las HSC puede activar varias cascadas
de sefalizacién, como la via de la fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K)/proteina quinasa B
(Akt), para regular los niveles de expresion de genes profibréticos y favorecer tanto
supervivencia como proliferacion celular (3,114).

Por otra parte, el fenotipo fibrogenico de los miofibroblastos hepaticos es ejercido
principalmente por el factor de crecimiento TGF-p, conocido por ser la citoquina fibrogénica
mas potente e importante en el desarrollo de la fibrosis hepética (118,119).

TGF-B promueve la fibrogénesis hepatica a través de tres mecanismos. Primero,
inhibe la degradacion de la MEC mediante la expresion de TIMPs, cuya presencia impide la
accion de las MMPs. Segundo, TGF-B induce la formacién de miofibroblastos, mediante el
proceso de activacion o transdiferenciacion, anteriormente descrito, y tercero, induce la
produccién y depdsito de componentes de la MEC, principalmente colagenos tipo I y 11y
fibronectina (120).
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TGF-B es sintetizado en forma de un precursor latente por una variedad de células
hepéticas, como LSECs, células de Kupffer y hepatocitos. Esta forma inactiva se une a la
proteina asociada a latencia (LAP) y conforman el complejo TGF-B latente (LTC). Este
complejo es liberado y depositado en la MEC circundante, mediante la asociacion con la
proteina de unién a TGF-p latente (LTBP), finalmente formando el complejo latente grande
(LLC) (121). El atrapamiento de TGF-B en el complejo LLC asegura efectos locales una vez
transcurrida la activacion (122).

La liberacion de TGF-B activo desde el complejo LLC es iniciada a través de diversos
factores fisicos y bioguimicos, tales como pH, union de proteasas especificas e interaccion
con integrinas, siendo esta Gltima el principal mecanismo de activacion de TGF-f. Asi, través
de la unién de integrinas a ciertas moléculas de la MEC como colageno, se aplican fuerzas
de traccion que inducen un cambio conformacional en el complejo LLC, de este modo
facilitando el acceso de proteasas que median la liberacion de la forma activa de TGF-B,
quedando disponible para iniciar su mecanismo de sefializacion (121,122).

TGF-B exhibe sus propiedades biologicas mediante la activacion de vias de
sefalizacion dependientes de proteinas SMADs e independientes de ellas. Las proteinas
SMADs actuan como factores de transcripcion y mediadores de la sefializacion intracelular
de TGF-B (120).

La via de sefalizacion dependiente de SMADSs, también conocida como via candnica,
comienza cuando TGF-B activo se une al receptor TGF-B tipo II (T-BRII), induciendo el
reclutamiento del receptor TGF-p tipo I (T-BRI). T-BRII fosforila a T-PRI y le provoca un
cambio conformacional, sensibilizandolo a unirse y fosforilar a las proteinas SMAD2 y
SMAD3, también llamadas SMADs reguladas por receptor (R-SMADSs). Después de la
fosforilacién, SMAD2 y SMAD3 forman un heterocomplejo con la proteina SMADA4, el cual
se transloca al nucleo de la célula para unirse al DNA vy asi regular la transcripcion de
multiples genes que inducen la expresién de componentes de la MEC (120,122).

Por otra parte, TGF-p también actua a través de vias de sefnalizacion no dependientes
de SMADs, conocidas como vias no canonicas. Estas incluyen a las cascadas de las proteinas
quinasa activadas por mitdgenos (MAPK), como la via de las quinasas 1 y 2 reguladas por
sefales extracelulares (ERK1/2) y la via de las quinasas c-Jun N-terminal (JNK), de las cuales
ERK1/2 es capaz de activar la sintesis de colageno tipo 1 y CTGF (115,122).
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También, TGF-B puede interactuar con otros tipos de vias, como por ejemplo la
sefializacion dependiente de NADPH oxidasas (NOX), en la cual las ROS derivadas de la
isoforma NOX4 facilitan la sefializacion de TGF-B, al promover la activacion de su forma
latente y la posterior accién de sus efectos fibréticos (123). Por otro lado, TGF-p se relaciona
ademas con la via Notch, donde ésta Gltima acta como mediadora selectiva de las
propiedades fibrogénicas de TGF-B, de acuerdo al balance entre sus acciones como regulador
del crecimiento de células progenitoras y su habilidad para promover inflamacion hepética y
reparacion fibrogénica (124).

Recientemente se reportd la participacion de la endoglina como un co-receptor de
TGF-B, cuya funcion es regular la via dependiente de proteinas SMADs (125). Si bien
anteriormente se mencioné al par de receptores T-BRII y T-BRI, que inician la cascada de
sefializacion de TGF-p, hay evidencia que indica la existencia de dos tipos de receptores T-
BRI, denominados quinasa 1 similar a receptor de activina (ALK1) y quinasa 5 similar a
receptor de activina (ALKS5). La endoglina interactia con ambos receptores (125,126). La
via candnica clasicamente descrita, que ocurre a traves de las proteinas SMAD2 y SMAD3,
incluye al receptor tipo I ALK5. Mientras que el receptor tipo I ALK1 involucra a las
proteinas SMAD1 y SMADS. Si bien se descubrio que la endoglina inhibe la via ALK5-
SMAD2/3, se encontré que dicha molécula es capaz de activar la via ALK1-SMAD1/5, la
cual también induce la transdiferenciacion de las HSC hacia miofibroblastos (125). Por lo
tanto, la sobreexpresion de endoglina puede inducir un aumento de las propiedades
fibrogénicas de TGF-p a través de la accidn de otras proteinas SMADS, representando una
via alternativa para TGF-p (126).

Recientemente se implico un rol para otro miembro de la superfamilia de TGF-$ en
el desarrollo de fibrosis hepética, correspondiente a la proteina morfogenética Gsea-9
(BMP9). Esta proteina también es capaz de regular la transcripcion génica de genes
profibrogénicos, principalmente a través de proteinas SMAD (127).

La via de sefializacion Hedgehog (Hh) también es participe de los mecanismos de la
fibrosis hepatica (128). La sefializacion de Hh comienza con la interaccion de los ligandos
Shh, IThh y Dhh con su receptor, expresado en la membrana de las células responsivas. En
injurias hepaticas crénicas, practicamente todas las poblaciones celulares intrahepaticas

producen y liberan estos ligandos cuando son expuestas a estrés citotoxico y mediadores
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inflamatorios, activando la via y contribuyendo a la mantencion de la fibrosis hepética
(128,129). Los ligandos Hh también mantienen la proliferacion de los miofibroblastos
hepaticos y su habilidad de producir componentes de la MEC mientras exista una injuria
persistente (128).

Otro evento importante de la fibrosis hepatica es la elevada remodelacion de la MEC,
provocada por la ruptura del equilibrio homeostético entre produccion y degradacion de sus
componentes. Este recambio alterado de MEC es mediado por metaloproteinasas de matriz
(MMPs) e inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs) (130). Muchas MMPs estan
ausentes o estrictamente controladas en higados sanos, pero durante una injuria su expresion
aumenta (130-132).

Las MMPs son enzimas endopeptidasas dependientes de zinc que presentan mas de
25 subtipos y son capaces de degradar diversos componentes de la MEC. Y los TIMPs se
definen como inhibidores enddgenos especificos que se unen al sitio activo de las MMPs, de
este modo bloqueando su acceso a los sustratos de la MEC (130). De las cuatro TIMPs
descubiertas, se reportdé que TIMP-1 y TIMP-2 estan involucradas en fibrosis hepaética,
expresandose en altos niveles por parte de las HSC. TIMP-1 es un contribuyente importante,
debido a su accion inhibitoria sobre las MMPs que acttan sobre colagenos tipo 1 y 111, que
son los componentes mas abundantes de la cicatriz fibrosa. De esta forma, la elevada
expresion de TIMP-1 impide la degradacion de MEC y contribuye a la progresion de la
fibrosis hepatica (130,133-135).

La activa remodelacion y recambio de MEC genera un aumento en la expresion de
diversas MMPs, entre ellas MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-10,
MMP-11, MMP-12, MMP-13, MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-19, MMP-23, MMP-
24, MMP-27 y MMP-28. Incluso, se reportd que la expresion de MMP-2 y MMP-9 se
encuentra elevada en presencia de altos indices de TIMPs durante el proceso fibrogénico
(135). Las principales fuentes de MMPs son las células de Kupffer y las HSC, aunque
también los hepatocitos son capaces de expresarlas, particularmente MMP-10 (136).

Finalmente, los datos sugieren que incluso en fibrosis avanzada las MMPs estan
presentes dentro del higado, pero son inhibidas por la persistente expresion de TIMP-1 por

parte de los miofibroblastos hepaticos. El balance entre TIMPs y MMPs puede, mediante
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finas modificaciones en los niveles de cada mediador, alterar el rango de degradacion de la
MEC en la fibrosis hepatica (60,137).

Ahora bien, existe otra familia de enzimas involucradas, conocida como desintegrinas
y metaloproteinasas (ADAM) (138). Las proteasas ADAM regulan el proceso de fibrosis
hepatica mediante la liberacion de factores de crecimiento y citoquinas, el desprendimiento
o liberacion de receptores de membrana en las HSC vy, a través de la modulacion de los
componentes de la MEC. En efecto, diferentes estudios han revelado que la expresion de
varias proteasas ADAM aumentan con la activacion de las HSC, entre ellas ADAM-8,
ADAM-9, ADAM-10, ADAM-12 y ADAM-17, las cuales actlan en vias de sefializacion
profibrogénicas (138).

El sobrecruzamiento de las fibras de colageno, también llamado reticulacion,
colabora mejorando la rigidez de la MEC hepatica. Esto ocurre, en parte, gracias a la accion
de otro conjunto de enzimas conocidas como lisil oxidasas (LOX) (139). Estas enzimas
catalizan el sobrecruzamiento de los componentes estructurales de la MEC, asi estabilizando
la red de fibras colagenas y elasticas, aumentando la rigidez tisular e impidiendo la accion
degradante de las MMPs (140). La principal fuente celular de las enzimas LOX son los
miofibroblastos hepaticos, y en particular de LOXL-2, cuya principal funcion es modificar
post-traduccionalmente el colageno tipo I transformandolo en alisina, el cual es responsable
de los enlaces cruzados que estabilizan las fibras colagenas y elasticas de la MEC (141,142).

Como se puede apreciar, la fibrosis hepatica implica un escenario molecular
complejo, donde sus componentes estan estrechamente relacionados. Si bien ante una injuria
aguda estos mecanismos son capaces de funcionar coordinadamente y con la capacidad de
retornar a la normalidad, cuando ocurre una injuria cronica se perturba el equilibrio
homeostatico del tejido hepatico y todas estas cascadas moleculares conllevan al progreso de

la enfermedad.

4.2.4. Patrones de Fibrosis Hepatica.
El deposito de MEC genera notables alteraciones estructurales y metabolicas en el
lobulillo hepatico. Estos cambios se observan en las diferentes etiologias de las hepatopatias

cronicas, donde la naturaleza de la injuria tiene un determinado impacto en la forma de
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deposito de componentes de la MEC, generando 3 patrones de desarrollo fibrético bien
descritos (128).

El primer patron corresponde a la fibrosis en puente, tipicamente observado en
pacientes con infeccién crénica por HBV o HCV, o con hepatitis autoinmune. La fibrosis en
puente se caracteriza por la predominante formacion de un tabique fibroso portal-central,
aunque también se asocia con la aparicion de tabiques ciegos o de tabiques de conexion entre
diferentes espacios portales (Fig. 4.6) (128).

El segundo patron descrito es la fibrosis pericelular, también conocido como fibrosis
intercelular (Fig. 4.6). Se observa en el higado de pacientes con trastornos metabdlicos como
NASH y hemocromatosis, aunque también suele aparecer en hepatitis virales (56). El
deposito excesivo de MEC comienza en el espacio de Disse y conlleva a una extensiva
capilarizacién de los sinusoides hepaticos (128). También es posible observar este patron en
torno a la vena central del lobulillo hepatico, especialmente en pacientes con hepatopatia
alcoholica, donde el depdsito de MEC genera un engrosamiento de la zona pericentral que
brota hacia el parénquima perivenoso (56,143). Ademas, la capilarizacion de los sinusoides
generada por este patron de fibrosis ocasiona engrosamiento del endotelio vascular, pérdida
de fenestraciones en las células endoteliales y la formacion de una lamina basal continua.
Estos cambios sinusoidales comprometen el flujo metabdlico bidireccional entre la
circulacion y el parénquima, alterando la fisiologia hepatica y generando hipertension portal
(128,143), una complicacion clasica de la fibrosis hepatica.

Y el tercer patron corresponde a la fibrosis biliar, el cual se observa en injurias
hepaticas de origen colestasico, donde el conductillo biliar del espacio portal se ve
comprometido. Se caracteriza por la formacién de un tabique fibroso portal-portal alrededor

de nodulos hepaticos, similar a la fibrosis en puente (Fig. 4.6) (128).
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FIGURA 4.6. Patrones de fibrosis hepatica segun su etiologia. Si bien en la imagen la
fibrosis en puente aparece también asociada a fibrosis biliar, se ha establecido a esta Gltima
como un tercer patron de fibrosis, con tabigues entre espacios portales de formacion

importante. Extraido y modificado de la referencia (56).

4.2.5. Rol de las células hepaticas no parenquimatosas.

Los hepatocitos del parénquima constituyen el blanco principal de los distintos tipos
de injuria hepatica y cuando resultan dafiados son una fuente importante de citoquinas y
mediadores tanto proinflamatorios como profibrogénicos (80). Sin embargo, el nicho celular
fibrético también contiene otras células no parenquimatosas con papeles importantes, como
las células de Kupffer y las células endoteliales sinusoidales hepaticas (LSECs) (72). Estas
células, en conjunto con las HSC, los hepatocitos y las células inmunes infiltrantes,

conforman un ambiente heterogéneo con maltiples funciones claves para el proceso fibrotico
(49,72).
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Las células de Kupffer son altamente fagociticas, se encuentran en el espacio
perisinusoidal de Disse junto a las HSC, intimamente cercanas a las LSECs, y son
fundamentales en la respuesta hepética ante una injuria, ya que ante cualquier cambio
degenerativo en los hepatocitos, o estimulo proveniente de los sinusoides, las células de
Kupffer responden inmediatamente al insulto a través de la liberacion de mediadores como
ROS, TGF-B, PDGF, metabolitos de ciclooxigenasa, entre otros, que ejercen efectos
paracrinos importantes en las demas células hepaticas y que, a su vez, gatillan respuestas
inflamatorias y reparativas (49,119,144). Gracias a la liberacion de estos mediadores, son
capaces de mediar la activacion de las HSC y la sintesis de colageno tipo | (49). Por otro
lado, las células de Kupffer también participan en el recambio de MEC, a través de la
produccion de MMPs y TIMPs, asi regulando el dep6sito y degradacion de componentes de
la matriz. Sin embargo, durante una injuria cronica las células de Kupffer ejercen un rol
principalmente fibrogénico, favoreciendo el deposito de MEC (119,144).

Las LSECs son un tipo celular altamente especializadas que tapizan los sinusoides
hepaticos, la unidad microvascular del higado, y que se encargan de mediar el intercambio
de plasma, nutrientes, lipidos y lipoproteinas entre la circulacion y los hepatocitos, a través
de un sistema de ultrafiltracion que consiste en fenestras o poros sin diafragma, y que no
poseen membrana basal (145).

En la etapa temprana de la fibrosis hepatica, las LSECs dafiadas sufren un proceso
denominado capilarizacion, el cual consiste en la pérdida de fenestras por la formacién de
una membrana basal continua. Esta membrana se forma a raiz de los colagenos fibrilares que
se acumulan en el espacio de Disse, principalmente colageno tipo I y 111, producidos por las
primeras HSC activadas, lo cual altera el flujo de intercambio entre los sinusoides y los
hepatocitos, causando resistencia al flujo sanguineo, induccion de isquemia atrofica del
parénquima y promocion de fibrogénesis hepatica (145,146).

Normalmente, las LSEC contribuyen a la mantencion del estado quiescente de las
HSC a través de la secrecion de 6xido nitrico. Sin embargo, la defenestracion y capilarizacion
de las LSEC ocurridas por injuria hepatica generan pérdida de la produccion de 6xido nitrico,
asi promoviendo la activacién de las HSC (145,147). También, las LSEC capilarizadas
secretan otros mediadores profibrogénicos que actian sobre las HSC, tales como

fibronectina, plasmina y PDGF, induciendo su transdiferenciacion (147).
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A medida que avanza el proceso fibrogénico, la MEC se torna rigida y con ello
aumenta la tension intracelular de las LSEC, generando efectos en su citoesqueleto que
inducen la formacién de estructuras de actina llamadas podosomas. Esta adaptacion de las
LSEC contribuye a la degradacion de MEC circundante, dejando sitios libres para la
formacion de nuevos vasos sanguineos (148). En efecto, la angiogénesis es otra caracteristica
que se observa durante el desarrollo de fibrosis hepética, la que sera revisada en la proxima
seccion.

Junto al espacio de Disse, los sinusoides hepaticos conforman un microambiente
tisular caracterizado por interacciones multidireccionales entre las células no
parenquimatosas, la matriz y la circulacion sanguinea, cuya actividad es vital para el
mantenimiento de la homeostasis hepatica y, ademas, crucial para la progresion de la fibrosis
hepatica (149).

Ademas de las células de Kupffer y las LSEC, las celulas progenitoras hepaticas
(HPC) también colaboran con el desarrollo de fibrosis hepética, debido a que la regeneracion
hepatica también se asocia a la aparicion de fibrosis, especialmente cuando dicho proceso se
torna crénico y descontrolado (150,151). La reaccion ductular hace referencia a la
proliferacion de una poblacion de HPC que se diferencia hacia células similares a
colangiocitos, cuya extension se correlaciona con la severidad de la fibrosis hepatica, puesto
que las HPC se activan cuando la replicacion de hepatocitos maduros es inhibida, sobre todo
en presencia de injurias importantes. De este modo, y como se sefialé con anterioridad, la
cronicidad del dafio genera una respuesta regenerativa deteriorada que contribuye al proceso
de fibrogenesis (150,151).

Finalmente, las células hepaticas parenquimatosas y no parenquimatosas trabajan en
conjunto y de forma sinérgica para colaborar con el progreso de esta patologia, a traves de

diversas y complejas interacciones moleculares.

4.2.6. Complicaciones asociadas a Fibrosis hepatica.
La fibrosis hepatica es un elemento en comin para todas las hepatopatias cronicas y
cuando transcurre de manera progresiva se pueden desarrollar una serie de eventos adversos,

como angiogénesis patoldgica, hipertension portal y cirrosis hepatica, caracterizada por
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fibrosis difusa, alteracion de la arquitectura del higado y compromiso de la funcién hepética
normal (152).

Los cambios en la composicién de la MEC, como el reemplazo de los colagenos tipo
IV y VI por colagenos tipo | y Ill en el espacio de Disse, desencadenan respuestas y
sefializaciones celulares alteradas, como la capilarizacién de los sinusoides anteriormente
mencionada. Estas modificaciones generan la formacion de tabiques fibrosos que favorecen
la hipoxia tisular (153).

La hipoxia hepética es un estimulo importante para inducir la formacioén de nuevos
Vasos sanguineos, conocida como angiogénesis, debido a la necesidad de irrigar el tejido con
deficiencia de oxigeno. Normalmente, una vez que se ha restablecido la oxigenacion tisular,
se produce la regresion de los nuevos vasos sanguineos formados mediante la apoptosis de
células endoteliales. Sin embargo, durante la fibrosis hepatica estos procesos se ven alterados,
promoviendo la formacidn de vasos sanguineos irregulares, tortuosos y desorganizados. Por
lo tanto, la vascularizacion patoldgica y el desarrollo de una angio-arquitectura anormal en
el higado estan asociados a la fibrogénesis progresiva (154-158). Asi lo han demostrado los
higados humanos cirroticos que contienen mas vasos sanguineos que los higados sanos, y
nodulos cirroticos que se encuentran rodeados de plexos vasculares densos (155).

La masiva respuesta inflamatoria que se produce durante la fibrosis hepéatica genera
un microambiente tisular rico en factores de crecimiento, citoquinas y moléculas de adhesion
que promueven los procesos de angiogénesis y fibrosis en conjunto, asi otorgando las
condiciones perfectas para la cronicidad de la lesion (159).

Otra lesion vascular importante que contribuyen a la disfuncién hepética es la
capilarizacién de los sinusoides, a causa del depdésito de MEC, con la formacién de una
membrana basal que convierte a los sinusoides de paredes delgadas en canales vasculares de
presidn sanguinea mas elevada, originando hipertension portal (2,80). La hipertension portal
es una condicion debida al aumento de la resistencia al flujo sanguineo portal y a la
compresion de las venas centrales, tanto por fibrosis perivenular y por los nodulos
parenquimatosos expandidos. En un higado cirrético, con hipertension portal ya establecida,
la presidn venosa puede incluso superar los 10 mmHg, causando otras complicaciones como

varices gastroesofagicas, ascitis, encefalopatia hepética y sindrome hepatorrenal (152).
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El aumento de la resistencia intrahepética estd mediado, en primer lugar, por la
deposicion de MEC, que provoca vasoconstriccion en la circulacion intrahepatica. Las
células de Kupffer, LSECs y HSC también contribuyen a dicho proceso mediante la secrecion
de mediadores vasoconstrictores, como la endotelina-1y la angiotensina I1. Ambos potencian
el fenotipo contractil de las HSC y promueven un aumento de la presion intrahepatica
(152,160).

Finalmente, tanto angiogénesis como hipertension portal son procesos que se
desarrollan de forma paralela conforme al avance de la fibrogénesis hepética, unificando sus
consecuencias a favor del progreso de la enfermedad hacia cirrosis (2). Histologicamente, la
cirrosis hepética se caracteriza por tabiques fibréticos que unen tractos portales y venas
centrales, ocasionando que el parénquima hepéatico se componga de islotes de hepatocitos
rodeados por estos tabiques (6). Inevitablemente, el desarrollo de cirrosis confiere un elevado
riesgo de adquirir carcinoma hepatocelular (HCC), el cual es conocido por ser la tercera causa

mas comun de muerte por cancer en el mundo (6,55).

4.2.7. Tratamiento de Fibrosis hepatica: actualidad y futuras perspectivas.

Pese al gran conocimiento existente acerca de los mecanismos fisiopatoldgicos,
celulares y moleculares de la fibrosis hepatica, en la actualidad no existe un tratamiento
antifibrético como tal que revierta de manera exitosa la progresion de la fibrogénesis en
pacientes con hepatopatias cronicas. Para ellos, las Unicas opciones terapéuticas disponibles
a la fecha son la eliminacion del agente causal de la enfermedad y el trasplante hepatico
(161,162). Por lo tanto, los investigadores han dedicado afios y mucho esfuerzo en la
identificacion de multiples blancos terapéuticos para la elaboracion de algun farmaco con
acciones antifibroticas (163).

El propdsito de la eliminacion del agente causal es aliviar el proceso inflamatorio y
prevenir la progresion de la fibrosis hepatica, o bien, promover su regresion, asi mejorando
la funcién hepatica, aplazando el desarrollo de cirrosis y brindando una buena calidad de vida
para los pacientes, a la vez prolongando su supervivencia (163,164).

Para controlar la causa subyacente de la hepatopatia se suele recurrir a la supresion o
eliminacion de la replicacion viral de HCV o HBV, al tratamiento de la colestasis, a la

reduccion de peso corporal en pacientes con hepatopatias grasas, al mejoramiento de
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desérdenes metabdlicos asociados, al cese del consumo de alcohol en pacientes con
hepatopatia alcoholica y, también, al uso de inmunosupresores en caso de hepatopatia
autoinmune. Todas estas terapias pueden reducir la injuria hepatica persistente, de este modo
inhibiendo la fibrogénesis hepatica y promoviendo la fibrinolisis. En efecto, existe mucha
evidencia que apoya la nocién de que la fibrosis, e incluso la cirrosis temprana, pueden
retroceder su avance luego del tratamiento efectivo de la hepatopatia subyacente (163). En
pacientes con hepatitis crénica se suele indicar el uso de farmacos como Lamivudina,
Entecavir y Tenofovir para el tratamiento contra el HBV, mientras que para el HCV se recurre
a la terapia basada en interferon (IFN). Estos agentes antivirales pueden suprimir
persistentemente la replicacion viral, detener la inflamacidn, generar un retroceso de la
fibrosis e, incluso, curar la enfermedad (165).

Sin embargo, también existen reportes de algunos pacientes que, a pesar de responder
al tratamiento antiviral, no experimentan regresion de la fibrosis. Por lo tanto, se establecio
que la terapia antiviral por si sola no resuelve completamente el problema de la fibrosis
hepatica en la hepatitis viral, lo que incrementa la necesidad de un tratamiento antifibrdtico
como tal (163).

Si bien ha sido complicado encontrar buenos candidatos a agentes antifibroticos
efectivos, lo ideal es que dicho agente se dirija al menos al bloqueo de las HSC activadas
(166).

La investigacion pre-clinica ha encontrado multiples objetivos para agentes
antifibréticos, algunos de los cuales han logrado entrar al campo de investigacion clinica con
la realizacion de ensayos en fase Il y 11, particularmente en el area de la fibrosis hepética
relacionada con la NASH. Estos nuevos farmacos se dirigen a diversas vias involucradas en
la patogénesis de las hepatopatias crénicas y se estima que algunos de ellos puedan ser
aprobados prontamente para su uso en pacientes (164,167). Uno de ellos corresponde al
Simtuzumab, un anticuerpo monoclonal humanizado contra la enzima LOX-2 y que inhibe
el sobrecruzamiento de las fibras de colageno caracteristico de la fibrosis avanzada, de este
modo promoviendo la resolucion de la enfermedad. Desafortunadamente, los resultados
obtenidos a partir de estudios clinicos en fase Il mostraron que la monoterapia con
Simtuzumab era inefectiva en la disminucion del contenido de colageno hepatico (164). Otro

ejemplo es el del antagonista de Galectina-3, cuyo tratamiento, por el contrario, tuvo
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resultados alentadores, puesto que logré disminuir el gradiente de presion venosa hepatica en
un estudio clinico de fase Il en pacientes con cirrosis asociada a NASH. Por estas razones, el
antagonista de Galectina-3 esté siendo actualmente evaluado en ensayos de fase 111 [(164).
Sin embargo, el progreso de estos agentes también se ha visto impedido por algunos
obstaculos, como la falta de biomarcadores con una adecuada sensibilidad y especificidad,
que permitan medir correctamente la regresion o reversion de la fibrosis hepética (167). Otras
barreras metodolégicas en el desarrollo de agentes antifibréticos son los complejos
mecanismos asociados a la fibrosis hepatica, los factores que los influencian y las variaciones
entre los mismos pacientes (163). También, influyen los cambios anatémicos generados por
la fibrosis progresiva, tanto en términos de topografia, bioquimica y estructura de la MEC
hepatica. En efecto, durante la fibrosis avanzada y sin importar la etiologia de la hepatopatia
cronica, el tejido cicatricial presenta rigidez y extenso sobrecruzamiento de fibras de
colédgeno. Bajo estas condiciones, e independientemente del blanco celular o molecular del
farmaco en evaluacion, los cambios bioquimicos de la MEC vy la desconexion vascular en
grandes areas del tejido fibrdtico constituyen una importante barrera fisica que necesita ser
considerada cuando el objetivo del tratamiento propuesto es la reversion de la fibrosis (24).
Por su parte, el descubrimiento de nuevos farmacos es un proceso costoso y que puede
durar entre 8 y 14 afios. Ademas, los ensayos clinicos de agentes antifibroticos ain requieren
el uso de la biopsia hepatica para evaluar su eficacia en los pacientes, debido a que continda
siendo el método de evaluacion gold standard. Por lo tanto, cuando las pruebas bioquimicas
sanguineas y las técnicas de imagenologia puedan evaluar los cambios de la fibrosis hepatica
con una mayor precision, el desarrollo clinico de farmacos y terapias antifibroticas tomara

menos tiempo (163).

4.2.8. Mecanismos de regresion de fibrosis hepatica.

Desde que los estudios experimentales y clinicos demostraron que la fibrosis hepatica
avanzada, e incluso la cirrosis en etapa temprana, son procesos reversibles una vez que se
suprime o elimina la causa subyacente, como la hepatitis viral B o C (140,168,169), se
confirmé que la fibrosis hepatica es un proceso altamente dindmico. Asi, estos hechos
motivaron la investigacion de los mecanismos tisulares asociados a su regresion, para

finalmente poder vincularlos con los efectos de la terapia antifibrética en desarrollo (169).
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Si bien adn es incierto el punto en que la cirrosis se torna irreversible, esta
irreversibilidad se vuelve mas probable a medida que el tejido cicatricial se engrosa, se vuelve
mas acelular y denso. El énfasis actual estd puesto sobre los cambios en el microambiente
tisular de las citoquinas, en la composicion de la MEC y en el comportamiento de las HSC.
Asi, estos componentes surgen como elementos clave en la respuesta de regresion (168).

Principalmente, la reduccion del numero de HSC activadas es critica para la
reversibilidad del proceso fibrético, y existen 3 vias importantes a través de las cuales estas
células fibrogénicas son eliminadas o suprimidas del microambiente tisular (168,169). La
primera via corresponde a la apoptosis de las HSC activadas, la cual es orquestada por una
compleja interaccién entre sefiales pro-apoptéticas y pro-supervivencia, donde
aproximadamente un 50% de las HSC activadas experimenta apoptosis. El proceso de muerte
celular ocurre por activacion de vias mediadas por receptores apoptoticos y los ligandos Fas
0 TRAIL, por caspasas 3y 8, por regulacion positiva de proteinas pro-apoptéticas como p53
y, también, por la accion de células NK y NK-T hepaticas (169). Estas celulas se unen de
manera directa a determinados receptores de las HSC, conduciendo a la subsecuente
degranulacion de péptidos citotoxicos, como granzima B, hacia el citoplasma, induciendo la
muerte de las HSC activadas. También, las celulas NK y NK-T son una fuente importante de
interferon-y (IFN-vy), el cual produce un fuerte efecto antifibrotico al ejercer la apoptosis
directa de las HSC (169).

La segunda via consiste en la senescencia de las HSC activadas. La senescencia
celular es una forma de arresto proliferativo controlado genéticamente que previene la
divisién celular y que esta asociado a la represion estable de genes replicativos (168,169).
Entonces, cuando las HSC activadas se vuelven senescentes, estas disminuyen su secrecion
de componentes de MEC y, por lo tanto, disminuye la fibrogénesis (169).

Y la tercera via, corresponde a la inactivacion de las HSC previamente activadas,
cuya reversion a un estado “desactivado” implica una regulacidn negativa de genes
fibrogénicos y la adquisicion de un fenotipo similar, pero no idéntico, a las HSC quiescentes,
que detiene la sintesis de MEC (168,169). Ahora bien, se ha descrito que las HSC poseen una
marcada plasticidad celular y una memoria epigenética que promueve una conversion mas
efectiva hacia el fenotipo miofibroblastico ante la presencia de un nuevo estimulo, por lo que

estas células en estado inactivo permanecen practicamente preparadas y con una capacidad
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de reactivacion mejorada. Por lo tanto, el proceso de desactivacion de las HSC necesita méas
estudios investigativos que esclarezcan este comportamiento y sus consecuencias (168).

Otro mecanismo importante en la regresion de la fibrosis hepatica radica en la accion
de los macréfagos hepéticos, los cuales expresan MMPs que degradan componentes de la
MEC. Entonces, el aumento de la actividad de las MMPs, particularmente MMP-12 y MMP-
13, promueve la resolucion de la fibrosis tisular (169).

También, la regresion de la fibrosis hepética se acompafia de otros procesos, como la
disminucién de citoquinas proinflamatorias en el microambiente, entre ellas IL-6, I1L-1p,
TNF y TGF-B. En ausencia de TGF-B y su sefializacion, el nimero de HSC activadas
disminuye rapidamente, a su vez, suprimiendo la produccion de MEC, mientras que la
expresion de MMPs se regula positivamente por sobre la expresion de TIMPs, de este modo
favoreciendo la degradacion de fibras y otros componentes de la MEC (168,169).

Finalmente, el conocimiento de estos mecanismos (Fig. 4.7) puede beneficiar
enormemente el descubrimiento y desarrollo de tratamientos antifibroticos, puesto que
representan una serie de objetivos terapéuticos a considerar, especialmente cuando se trata
de eventos celulares y moleculares que forman parte de la homeostasis de la MEC hepatica

y que se pueden potenciar para lograr la restauracion de este 6rgano vital.
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FIGURA 4.7. Mecanismos asociados a la reversion o regresion de la fibrosis hepética.
HSC: célula estrellada hepética; NK: natural killer; MEC: matriz extracelular; MMPS:
metaloproteinasas de matriz; IL: interleuquina; TNFa: factor de necrosis tumoral-alfa;

TGFp: factor de crecimiento transformante-beta. Elaborado en base a las referencias
(168,169).

4.3. TERAPIA CELULAR EMERGENTE EN FIBROSIS HEPATICA.

Ante la evidente problematica que representan la fibrosis hepatica progresiva y la
ausencia de una terapia antifibrotica como tal, los investigadores se han dirigido hacia la
terapia celular, un area importante de la medicina regenerativa. La terapia celular consiste en
un tratamiento donde cualquier tipo de célula o producto celular, incluso modificado con
técnicas de biotecnologia, es aplicado sobre modelos de enfermedad humanos, animales o in
vitro, para lograr una regeneracion celular o tisular estable y continua, con efectos adversos
minimos e insignificantes. En fibrosis hepatica, particularmente, la terapia celular busca
detener su progresion y, a la vez, el establecimiento de los factores necesarios para la
resolucion de la fibrosis (170), revisados en la seccion anterior.

Inicialmente, una posible estrategia de terapia celular para restablecer la funcion
hepatica fue el trasplante de hepatocitos maduros. Sin embargo, se necesitan muchos
hepatocitos (aproximadamente 1 billon de células) para un eventual trasplante, y, ademas,
los hepatocitos son dificiles de manipular, criopreservar y expandir en cultivo. Por estas
razones, surgio el interés en la utilizacion de células madre, las cuales son mas faciles de
cultivar y poseen, ademas, la capacidad de diferenciarse hacia hepatocitos. Estas cualidades
hicieron de las células madre una atractiva opcion para la regeneracién tisular hepética
(8,171).

Las células madre se caracterizan por ser inmaduras y por tener la capacidad de
autorrenovarse, repoblar un tejido e integrarse al funcionamiento del 6rgano. En tanto, se
establecié que la célula madre ideal para la terapia celular hepatica debe ser facil de cultivar
y preservar, tener gran capacidad de expansion, buena capacidad de diferenciacion

hepatocitaria, buen perfil de bioseguridad, ser inmunoprivilegiada (poseer caracteristicas
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inmunoldgicas beneficiosas), tener buena capacidad de integracion en el 6rgano y, también,
de estimulacion de la regeneracion endégena del tejido hepético (171).

Varios estudios comprobaron que el trasplante de células madre mesenquimales
(MSC) resultaba ventajoso sobre el proceso de regeneracion, debido a que actlan de manera
paracrina para promover angiogénesis, perfusion del tejido hepético dafiado, proliferacion y
supervivencia de hepatocitos, a través de la liberacion de factores de crecimiento y de la
regulacion de la inflamacion (8,171).

Las MSC son células madre adultas, es decir, que se obtienen a partir de tejidos
adultos y ya formados, y ademas de tipo multipotencial, puesto que pueden originar mas de
un tipo especializado de células, como los hepatocitos (170,171). Las fuentes mas comunes
de MSC son la médula 6sea y el tejido adiposo. Por un lado, las MSC de médula 6sea (BM-
MSC) han demostrado efectos terapéuticos positivos frente a los modelos experimentales de
fibrosis hepatica, como la apoptosis de las HSC y la reduccion de la cantidad de colageno
(170). Sin embargo, a pesar de estos resultados, algunos estudios aseguraron que las BM-
MSC pueden experimentar diferenciacion celular hacia miofibroblastos fibrogénicos y
mantener el proceso fibrotico. Ademas, la recoleccion de células de médula dsea es un
procedimiento invasivo, doloroso y que proporciona un nimero relativamente bajo de BM-
MSC, el cual disminuye con la edad del donante. Por lo tanto, se necesitan mas estudios para
verificar si las BM-MSC son realmente una buena opcion para terapia celular hepética
(170,172,173).

Por otro lado, las MSC derivadas de tejido adiposo (ADSC) también representan una
alternativa terapéutica para la fibrosis hepatica, ya que son capaces de inhibir la proliferacion
y activacion de las HSC (170). A pesar de que las ADSC pueden obtenerse mas facilmente
que las BM-MSC a través de procedimientos de liposuccién, y de que pueden expandirse
exitosamente de manera in vitro, existen controversias con respecto a su ruta de
administracion, al cronometraje de trasplante y a los resultados de su uso a corto y largo
plazo, por lo que se necesitan mas estudios para ampliar el panorama de las ADSC en terapia
celular hepatica (170,174).

Si bien las MSC estan libres de problemas éticos en su uso y no generan rechazo al
ser trasplantadas, ya que normalmente se obtienen del propio paciente, ocurre que no son

capaces de proliferar tan rapidamente luego de su aislamiento (8). Y las terapias basadas en
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el trasplante de células madre requieren una gran cantidad celular (8,173). Las células madre
embrionarias son las que tienen el mayor potencial de diferenciacién, porque son capaces de
dividirse ilimitadamente y crecer bastante rapido en cultivos celulares. Pero su uso ain
implica cuestionamientos éticos, por la destruccion de embriones que involucra el proceso
de aislamiento celular, ademas del riesgo del desarrollo de teratomas (8).

En este contexto, la investigacion se dirigié hacia los tejidos perinatales humanos,
como la placenta y sus membranas fetales, cuyas células tendrian caracteristicas intermedias
entre las células madre embrionarias y las células madre adultas (173-175). Ademas, el que
los tejidos placentarios contribuyan al desarrollo y crecimiento de un feto semialogénico, es
decir, que expresa antigenos paternos que puedan ser reconocidos como “no propios” de la
madre, y sin ser rechazado durante el embarazo, favorece la idea de que las células
placentarias poseen caracteristicas inmunologicas Unicas (176,177). También, las células
madre de tejidos perinatales a término pueden proliferar y diferenciarse in vitro hacia muchas
lineas celulares, y su obtencién no implica cuestionamientos éticos ni procedimientos
invasivos, puesto que tanto la placenta como las membranas fetales son expulsadas
naturalmente luego del parto mediante el alumbramiento (173,174).

De las membranas fetales, la membrana amniotica humana y sus células han sido muy
estudiadas para su potencial uso terapéutico en fibrosis hepatica, por lo que, junto a sus

prometedores efectos en esta patologia, seran el enfoque de esta revision.

4.4, MEMBRANA AMNIOTICA HUMANA (hAM)

Los tejidos perinatales humanos a término se conforman por la placenta, el cordon
umbilical y las membranas fetales (Fig. 4.8). La placenta es el 6rgano que permite el
intercambio de nutrientes y gases entre la madre y el feto (178). En estado terminal, presenta
forma discoide y dos caras, una materna y una fetal. La cara materna estd compuesta por
decidua endometrial, mientras que la cara fetal se encuentra completamente cubierta por la
placa corionica. A su vez, esta placa se halla cubierta por la membrana amniética, o amnios,
dando lugar a un conjunto denominado membrana amniocoridnica, cuya extension origina el

saco amniotico que envuelve al feto y que contiene el liguido amniotico (Fig. 4.8) (178-181).
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Las membranas coriénica y amnidtica, 0 membrana amniocorionica, constituyen las
membranas fetales. De ambas, la membrana amniética es la mas interna y se contacta
directamente con el feto, permitiendo su desarrollo normal, impidiendo el rechazo inmune
materno y brindando proteccion microbiana (180,181). Debido a estas cualidades, mas la
ausencia de problemas éticos tras su obtencién, la membrana amniética humana (hAM) ha
sido extensamente estudiada y caracterizada durante la Gltima década.

Tejidos perinatales
Membranas Cordaii

fetales umbilical

Saco amniético
1 | Vena umbilical

Corion —+—= <
Amnios e . D b Q * L Gelatinade
S \

T Wharton

Liquido amnidtico
Arterias umbilicales

Placa coriodnica

Vellosidad coridnica

(Circulacion materna) £ PG I
spacio intervelloso

Arterias endometriales

Venas endometriales

FIGURA 4.8. Tejidos perinatales humanos: placenta, membranas fetales y cordon
umbilical. En la esquina superior izquierda se observa la membrana amnio6tica, 0 amnios,
como la capa mas interna del saco amnidtico. EI amnios se extiende por todo el interior del
saco, tapizando por completo la cara fetal de la placenta y parte del cordén umbilical.

Extraido y modificado de la referencia (181).
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4.4.1. Embriologia y desarrollo de la hAM.

Para comprender por qué la membrana amnidtica humana (hAM) y sus células poseen
caracteristicas de células madre, como la pluripotencialidad, es importante conocer su
proceso de embriogénesis (182).

Entre el séptimo y el octavo dia después de la fecundacion, el blastocisto ya se
encuentra implantado en el endometrio materno y esta conformado por el embrioblasto, o
masa celular interna, y el trofoblasto. A su vez, desde el embrioblasto se forma el disco
embrionario bilaminar, compuesto por dos capas celulares denominadas epiblasto e
hipoblasto. Posteriormente, entre estas dos capas surge un pequefio espacio llamado cavidad
amnidtica primitiva (Fig. 4.9) (182-184).

Luego, desde el epiblasto comienzan a surgir células denominadas amnioblastos, las
cuales, apoyadas sobre el trofoblasto, proliferan y forman una cubierta epitelial que tapiza la
cavidad amnidtica primitiva. Esta cubierta origina el epitelio de la membrana amniotica (Fig.
4.9), compuesto por células epiteliales amnioticas humanas (hAECs) (182).
Simultaneamente, las ceélulas migratorias del hipoblasto se diferencian hacia celulas
mesenquimales que constituyen el mesodermo extraembrionario, a partir del cual se
desarrolla el tejido conectivo amniotico, con las células estromales mesenquimales
amnioticas humanas (hAMSCs). Asi, entre ambos procesos, se forma finalmente la estructura
de la hAM (184).

Dia 40 (17-19 semanas) e _ MPIacenta a

Inicio 2° trimestre \ término

* Cavidad amnidtica Senales de organogénesis
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FIGURA 4.9. Origen embrioldgico del epitelio amnidtico humano a partir del epiblasto. 8
dias luego de la fecundacion, la masa celular interna se diferencia en epiblasto e hipoblasto.
Entre ambos surge la cavidad amniotica (estrella roja), y a medida que la cavidad crece, la
segregacion espacial permite que algunos amnioblastos no reciban sefiales de
diferenciacion, asi conservando caracteristicas de células madre del epiblasto hasta el final
de la gestacidn, incluso cuando ya se han diferenciado en epitelio amniotico. Las flechas
naranjas representan las sefiales de la organogeénesis, las cuales aparecen después de que
surgen los amnioblastos. Extraido de la referencia (184).

Ademas de originar el epitelio amnidtico, el epiblasto es la fuente de las tres capas
germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo) que daran origen al cuerpo del embrién,
mediante el proceso de organogénesis (184). Ahora bien, la formacion de los amnioblastos a
partir del epiblasto ocurre antes de la organogeénesis, por lo que los amnioblastos separados
espacialmente por la cavidad amnidtica, a medida que avanza la organogeénesis, escapan de
las sefiales moleculares de diferenciacion celular (184,185). Si bien muchos de los
amnioblastos se diferencian hacia una estirpe epitelial, se ha demostrado que un porcentaje
de estas células epiteliales amnidticas humanas (hAECS) logran retener caracteristicas de
células madre del epiblasto (Fig. 4.9) (184).

Entonces, se puede afirmar que la membrana amnidtica humana, particularmente sus
células epiteliales (hRAECS), comparten el mismo desarrollo embriolégico que el cuerpo del

embrion y esto les confiere cualidades propias de las células madre pluripotentes (183,184).

4.4.2. Estructura e histologia de la hAM.

La membrana amnidtica humana (hAM) es la capa mas interna de las membranas
fetales. Es una estructura biol6gica semitransparente, delgada, elastica y resistente que carece
de nervios, musculos, vasos linfaticos y vasos sanguineos (Fig. 4.10). Al término del
embarazo, presenta una superficie aproximada de 700 a 1.200 cm?, un peso de 15 -35gy
un grosor que varia entre 0,02 y 0,05 mm (11,186-188). Estructuralmente, la hAM esta
constituida por 3 regiones: 1) Amnios placentario, ubicado sobre la placa coridnica y

tapizando la cara fetal de la placenta; 2) Amnios libre o reflejado, el cual se extiende por
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fuera de la placenta para formar parte del saco amnidtico, y 3) Amnios umbilical, el cual
recubre la superficie del cordon umbilical (11).

‘ Amnios a término }

—

‘ Capa epitelial ‘

| Membrana basal |

| Capa compacta acelular

Capa celular
. mesenquimal

g =, £ Capa esponjosa
e p i <f Y

= ]

: l Capa estromal ‘

Corion

Decidua

FIGURA 4.10. Placenta humana a término de la gestacién. Durante el proceso de
aislamiento, la remocion de membrana amniotica, de aspecto delgado y semitransparente,
se realiza de forma manual. Abajo, se observa una seccion histolégica de placenta,
sefialando hacia arriba (flecha verde) la estructura del amnios y, hacia la derecha, una
visién aumentada de su histologia (tincion H-E), sefialando las respectivas capas

amnioticas. Extraido y modificado a partir de las referencias (186,187).

Histologicamente, la hAM posee 3 diferentes capas: una capa epitelial, una lamina
basal gruesa y una capa estromal. Esta Ultima, a su vez, se compone de una capa compacta
acelular, una capa celular mesenquimatosa y una capa esponjosa (Fig. 4.10 y 4.11)
(11,186,187).

El epitelio amnidtico es una monocapa continua de células cuya forma varia entre

cuboidal y cilindrica, de acuerdo a la region amniética donde se encuentren (13,183,189).
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Estas células se conocen como hAECS, poseen una gran cantidad de microvellosidades en su
superficie y cumplen funciones tanto secretoras como de transporte celular (13,183). Sus
nlcleos son irregulares y presentan abundantes vesiculas pinociticas, asi como un activo
aparato de Golgi, para el cumplimiento de funciones metabolicas durante la gestacion, como
la produccion y liberacidn de citoquinas y factores de crecimiento hacia el liquido amniético
(183).

Adosada al epitelio amniético, se encuentra la membrana basal amniética, la cual es
una de las mas gruesas de todos los tejidos humanos (187). Contiene altas concentraciones
de colagenos tipo 1V, V y VII, junto con fibronectina y laminina. También, posee abundantes
proteoglicanos ricos en heparan sulfato, que sirven como una barrera permeable para
macromoléculas, y ademds varias moléculas con funciones estructurales que mantienen la
integridad del amnios, tales como actina, espectrina, ezrina y vimentina (188,190).

La membrana basal se conecta con el estroma o tejido conectivo amnidtico, el cual
en su parte mas proximal presenta una capa compacta acelular compuesta por fibronectina,
colagenos intersticiales tipo 1 'y 11, dispuestos en haces paralelos, mas colagenos tipo V' y VI
que forman conexiones filamentosas entre los colagenos intersticiales y la membrana basal
amniotica (191). Luego, esta zona acelular se continta con la capa celular mesenquimal, la
cual posee células fibroblasticas inmersas en una malla de fibras reticulares y denominadas
células mesenquimales estromales amnioticas humanas (hAMSCs), correspondientes al
segundo tipo celular de la hAM (11,191). Finalmente se encuentra la capa esponjosa, la cual
separa a la membrana amniotica del corion placentario. Esta capa es rica en elastina,
proteoglicanos hidratados como perlecan, glicoproteinas que absorben agua y fibras de
colageno tipo 11l organizadas de forma laxa (191). A continuacion, se ilustran las 5 capas
histolégicas de la hAM (Fig. 4.11).
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FIGURA 4.11. Capas de la membrana amnidtica humana (hAM). En la superficie se
aprecian las células epiteliales amnidticas humanas (hAECs) en monocapa y forma
cuboidea. Bajo la membrana basal, en el estroma, se aprecian las células estromales

mesenquimales amnidticas humanas (hRAMSCs) de forma ahusada. Extraido de la
referencia (190).

4.4.3. La hAM como fuente de células madre.

La membrana amniética humana (hAM) presenta dos poblaciones celulares
heterogéneas, las hAECs y las hAMSCs, las que han sido extensamente caracterizadas
gracias a sus propiedades bioldgicas y al hecho de que pueden ser aisladas con facilidad
(192,193). Este proceso comienza con la separacion mecanica de la hAM del corion
subyacente, a través de la capa esponjosa amniotica, y luego continlda con digestiones
enzimaticas en diferentes concentraciones y periodos de tiempo. Se suele utilizar tripsina o
dispasa para liberar las hAECs desde la membrana basal amniotica, mientras que las
hAMSCs pueden obtenerse con el uso subsecuente de colagenasa (194).

A pesar de sus diferencias en morfologia, ubicacion y expresion de marcadores
epiteliales y mesenquimales, tanto hAECs como hAMSCs se caracterizan por la presencia de
marcadores de células madre embrionarias, como el factor de transcripcion-4 de union a
octamero (OCT-4), el cual regula y mantiene la pluripotencialidad en las células embrionarias
(184,195,196). Otro aspecto que comparten las células amnidticas es su negatividad en la
expresion de marcadores hematopoyéticos, presentes en el corion placentario adyacente. De
este modo, dicha negatividad es utilizada para descartar la contaminacion con células
hematopoyéticas y confirmar la pureza celular amniotica (196). El perfil de marcadores de
hAECs y hAMSCs se resume en la figura 4.12.
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FIGURA 4.12. Esquema ilustrativo de los marcadores expresados por las células

epiteliales amnidticas humanas (hAECs) y las células estromales mesenquimales
amnioticas humanas (hAMSCs). Las flechas verdes indican expresion positiva, las flechas
rojas muestran expresion negativa y las flechas celestes sefialan expresion variable.

Extraido y modificado de la referencia (196).

4.4.3.1. Células epiteliales amnidticas humanas (hAECS).

Originadas a partir del epiblasto embrionario, las hAECs son células
mayoritariamente cuboides, aunque pueden adquirir una forma cilindrica en la region
amniotica que cubre el disco placentario, y una forma aplanada en la region amnidtica libre
exterior a la placenta. A pesar de su heterogeneidad morfoldgica y fisiologica, debido a su
localizacion, las hAECs comparten la expresion de determinadas moléculas que les otorga
caracteristicas de células madre. Primero, expresan marcadores de superficie asociados a
células madre embrionarias, como son los antigenos embrionarios especificos de etapa 3 y 4
(SSEA-3y SSEA-4), y los antigenos de rechazo tumoral TRA-1-60 y TRA-1-81. Y segundo,
las hAECs expresan factores de transcripcion especificos de pluripotencialidad como SOX-
2, Nanog, Rex-1 y OCT-4, previamente mencionado (11,197-201).

Ademas de su origen embrionario, las hAECs poseen otras cualidades intrinsecas y

beneficiosas, como tolerancia inmunoldgica y la secrecion de moléculas antiinflamatorias,
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antibacterianas, factores de crecimiento y citoquinas relacionadas con procesos regenerativos
(187,200,202), las que se ilustran en la figura 4.13.
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t d
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FIGURA 4.13. Moléculas secretadas por las hAECs. Estas incluyen citoquinas
(interleuquinas-1a, -1, -6, -8 y -10), enzimas (IDO: indolamina 2,3-dioxigenasa; MMPs:
metaloproteinasas de matriz; TIMPs: inhibidores de metaloproteinasas tisulares), péptidos

(HLA-GS5: forma soluble del antigeno leucocitario humano G; PGE2: prostaglandina E2; -
defensina: antimicrobiano; Cistatina E: antiviral; Tromboespondina-1: factor
antiangiogeénico), y factores de crecimiento (EGF: factor de crecimiento epidermal; PDGF:
factor de crecimiento derivado de plaquetas; SDF-1: factor 1 derivado de células
estromales; IGF-1: factor 1 de crecimiento insulinico; VEGF: factor de crecimiento
vascular endotelial; KGF: factor de crecimiento de queratinocitos; HGF: factor de
crecimiento hepatocitario; NGF: factor de crecimiento nervioso; bFGF: factor de
crecimiento fibroblastico; TGF-a, -1 y -p2: factor de crecimiento transformante).

Elaborado a partir de la referencia (187).

Por otra parte, las hAECs también poseen la capacidad de diferenciarse in vitro hacia
células de las tres lineas germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo). Incluso, bajo

condiciones de cultivo especificas, las hAECs pueden experimentar diferenciacion hepatica
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y expresar marcadores tipicos de hepatocitos maduros, como albimina, a-fetoproteina y al-
antitripsina (203,204). Ademas, recientemente se demostré que las hAECs son capaces de
formar estructuras similares a capilares cuando son cultivadas en condiciones angiogénicas,
lo que lleva a hipotetizar su potencial diferenciacion hacia otras células hepéticas, como las
celulas endoteliales sinusoidales (LSEC), de este modo ampliando las expectativas que se
tienen sobre las células amnidticas y su uso con fines regenerativos en hepatopatias (205).

Hasta la fecha, sin embargo, la diferenciacion de las hAECs hacia hepatocitos ha sido
la més investigada y caracterizada, incluso llegando a evidenciar que las hAECs obtenidas
del amnios libre y del amnios circundante al cordon umbilical son mucho mas susceptibles a
la adquisicion de caracteristicas hepatocitarias (206). Por otro lado, gracias a la
diferenciacion in vitro, se sugirié que el microambiente hepéatico y su MEC por si mismos
son capaces de proporcionar condiciones adecuadas e inducir la diferenciacion hepatocitaria
de las hAECs. Esto se pudo corroborar in vivo gracias al uso de modelos experimentales, en
los cuales las hAECs fueron trasplantadas y lograron insertarse en el higado exitosamente a
través de la diferenciacion hacia hepatocitos (202).

Otra ventaja que representan las hAECs es que pueden ser colectadas, aisladas y
almacenadas adecuadamente para uso clinico. A partir de una sola membrana amniotica se
pueden aislar aproximadamente 120 millones de células epiteliales viables, las que pueden
ser mantenidas en cultivos y medios de criopreservacion libres de componentes de origen
animal (xeno-free), cuyo uso ha demostrado una preservacion exitosa de las hAECs, con
ausencia de contaminantes y mantencion de viabilidad, pureza, capacidad proliferativa,
propiedades inmunomoduladoras y expresion de moléculas propias de células madre luego
del proceso de descongelacion, incluso después de afios de almacenamiento (207-209).

Lo anterior afirma el potencial de las hAECs como células madre y, ademas,

favorecen el interés en su utilizacion con fines terapéuticos en enfermedades hepaticas.

4.4.3.2. Células mesenquimales estromales amniéticas humanas (hAMSCs).

Derivadas del hipoblasto embrionario, las hAMSCs son células ahusadas y similares
a fibroblastos que se encuentran distribuidas irregularmente en la capa mesenquimal del
estroma amnidtico e impregnadas entre fibras reticulares. De caracteristicas mas bien

homogéneas, también expresan moléculas propias de las células madre embrionarias, como
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los antigenos embrionarios SSEA-3 y SSEA-4 y los marcadores de pluripotencialidad OCT-
4, Nanog, SOX-2 y Rex-1 (11,210,211).

Al igual que las hAECs, las hAMSCs también son capaces de diferenciarse en células
de las tres capas germinales, no forman teratomas y son inmunolégicamente privilegiadas
(195,212,213). Si bien no han sido investigadas tan profundamente como las hAECs, las
hAMSCs han demostrado ser una fuente de células mesenquimales méas eficiente que la
médula ésea (BM-MSC), debido a su capacidad proliferativa superior y a una mayor tasa de
crecimiento a largo plazo (214). En efecto, los datos evidencian que las hAMSCs expandidas
de manera in vitro son células homogéneas, genéticamente estables, seguras vy
biolégicamente activas (215), incluso con la utilizacion de medios de cultivo xeno-free, que
son diferentes a los medios comunmente utilizados (214).

En vista del potencial uso terapéutico que se pretende dar a estas células madre, es
necesario destacar la importancia del uso de medios de cultivo y preservacion de tipo xeno-
free, debido a que estos impiden la contaminacion de las células en expansion con
componentes de origen animal, como virus, priones y proteinas, que pueden ser retenidas en
el citoplasma de las células y desencadenar reacciones inmunes en los pacientes cuando son
trasplantadas (214).

Ademas de garantizar la seguridad en terapia celular y medicina regenerativa, estos
medios, elaborados en base a suplementos de origen humano como suero sanguineo de
cordon umbilical a término, también aseguran la mantencién de las propiedades
proliferativas, pluripotenciales e inmunomoduladoras de las células madre, tanto en hAAMSCs
como en hAECs (214).

Finalmente, ambas poblaciones celulares amnidticas poseen caracteristicas
beneficiosas y propias de células madre, que hacen de la membrana amniética humana un

elemento prometedor y atractivo para su aplicacion terapéutica.

4.4.4. Propiedades y beneficios de la hAM.

Estudios in vitro han demostrado que la hAM vy sus células poseen diversas
propiedades bioldgicas, incluyendo efectos inmunomoduladores, antifibroticos,
angiogénicos y reepitelizantes, los cuales estan estrechamente vinculados a la accion

regenerativa. Tales efectos son debidos a la secrecién de una gran variedad de citoquinas,
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péptidos y factores de crecimiento que actian de forma paracrina (216-219). Ademas,
recientemente se descubrieron propiedades amniéticas antimicrobianas y antitumorales, lo
que favorece atn mas la utilizacion de la hAM (9).

Por otra parte, la membrana basal y la MEC amnidticas en si también poseen una
estructura que otorga propiedades bioquimicas, promoviendo diversos procesos biologicos.
Estos procesos ocurren fundamentalmente por la interaccion entre los ligandos moleculares
de la MEC amnidtica y los receptores de las células que se contactan con la membrana
amnidtica (11).

4.4.4.1. Propiedades inmunomoduladoras y antiinflamatorias.

La hAM puede servir como una barrera fisica, confinando células inflamatorias y
reduciendo la secrecion de mediadores estimulantes en el area de la injuria. EIl acido
hialuronico presente en el estroma amnidtico participa en la adhesion de celulas
inflamatorias, ya que actia como un ligando para el antigeno CD44 expresado en dichas
células (188). Ademas, esta capacidad de adhesion de la MEC amnidtica también induce
apoptosis en las células inflamatorias inmersas en la matriz, a traves de agentes pro-
apoptoticos (220).

La modulacién de la inflamacion es clave para la restauracion de la integridad del
tejido y las células amnidticas liberan moléculas bioactivas que actian sobre el componente
inmune innato y adaptativo, como IL-10, PGE2 y el antigeno leucocitario HLA-G,
favoreciendo la resolucién del proceso inflamatorio (221,222). Las hAMSCs, por su lado,
ademas de secretar factores solubles, también son capaces de ejercer su accion
inmunomoduladora a través del contacto celular directo con células inmunes activadas del
microambiente (223).

Particularmente, la expresion del antigeno leucocitario humano G (HLA-G) en las
células amnioticas se asocia a propiedades tolerogénicas e inmunosupresoras durante la
gestacion. Ademas, la poca o nula expresion de antigenos HLA clase la y HLA clase 1l
confiere un perfil de baja inmunogenicidad a las células amnioticas. Por lo tanto, estas células
se consideran inmunorreguladoras e inductoras de la tolerancia inmune (11,14,224,225).

En el sistema inmune innato, las células amnidticas inhiben la citotoxicidad de las

células NK regulando negativamente sus receptores, debido al aumento de la produccion de
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IL-10 y PGE2. Ademas, las células amnidticas impiden el desarrollo de una respuesta inmune
inhibiendo la migracion de monocitos, macréfagos y neutrofilos, de paso reduciendo la
produccion de citoquinas inflamatorias como TNF-a (226,227). También, se demostrd que
las células amnidticas inducen la diferenciacion de macréfagos desde un fenotipo
proinflamatorio (M1) hacia uno antiinflamatorio (M2), especialmente las hAAMSCs, gracias
a su produccion de 1L-10 e IL-6, lo cual promueve la resolucion de la inflamacidn tisular
(226,228). Incluso, se comprob6 que la membrana amniotica criopreservada mantiene su
potencial inmunomodulador, al promover el fenotipo M2 en los macréfagos a pesar de la
presencia de estimulos inflamatorios (229).

Por otra parte, las células amnidticas también actlian sobre las células dendriticas
modificando su funcion presentadora de antigenos, al inhibir su generacion, maduracion y
capacidad de estimular la proliferacion de células T CD4(+) y T CD8(+). Tambiéen, se ha
demostrado que, en presencia de células amnioticas, las células dendriticas inducen la
diferenciacion de células T hacia células T reguladoras, cuya funcién es suprimir a otras
celulas inmunes. Estas acciones se deben fundamentalmente a la secrecion del antigeno
HLA-G por parte de las células amnioticas (226).

Tanto células inmunes innatas como adaptativas presentan receptores para el antigeno
HLA-G, por ende, son susceptibles a experimentar sus efectos inmunosupresores. En el
sistema inmune adaptativo, HLA-G inhibe la proliferacion de células T e inactiva a las células
T efectoras CD8(+). Mientras que, en las células B, HLA-G inhibe su proliferacion,
quimiotaxis y secrecion de inmunoglobulinas (226). También se ha demostrado que las
hAMSCs son capaces de suprimir fuertemente la proliferacion y diferenciacion de las células
B, impidiendo su maduracion terminal hacia células plasmaticas (230).

Estas propiedades inmunomoduladoras y antiinflamatorias presentes en las células
amnioticas, inicialmente demostradas de manera in vitro, ya han sido confirmadas en estudios
preclinicos (230), lo que favorece el uso de la hAM para suprimir respuestas inmunoldgicas,

inducir tolerancia y revertir el dafio tisular inflamatorio.

4.4.4.2. Propiedades angiogénicas y antiangiogénicas.
Las propiedades angiogénicas son una importante contribucion para la accién

regenerativa y desde hace afos han sido atribuidas al amnios humano. Sin embargo, este
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también posee propiedades antiangiogénicas (231). Recientemente, se demostré que el
epitelio amniotico inhibe la angiogénesis, mientras que el mesénquima promueve la
neovascularizacion (9,220).

Las propiedades angiogénicas surgen gracias a la secrecion de factores angiogénicos
como angiopoyetina-2, IL-6, IL-8, EGF, bFGF, PDGF, VEGF y factor de crecimiento
placentario (P1GF), producidos por las hAMSCs alojadas en el mesénguima amniotico
(9,220,231).

Por otra parte, las propiedades antiangiogénicas se deben a la secrecidn de factores
como tromboespondina-1, endostatina, factor derivado de pigmento epitelial (PEDF) e
inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs-1, -2, -3 y -4), liberados por las hAECs
(9,220,232).

En vista de lo anterior, y considerando la aplicacion terapéutica de la hAM, es

fundamental el uso del amnios en una orientacion acorde a los efectos deseados (9).

4.4.4.3. Propiedades reepitelizantes.

La epitelizacion es una propiedad importante de la hAM y esta descrita como un
mecanismo esencial para la curacion de heridas dermatoldgicas, sin embargo, también puede
asociarse a la regeneracion tisular en epitelios de otros érganos (9).

La hAM actlia como un andamio que promueve migracion, adhesion y diferenciacion
celular epitelial, al mismo tiempo que previene la apoptosis de células epiteliales (188). Estas
acciones se deben a la secrecidn de factores como EGF, IL-8, IGF-1, bFGF y HGF, por parte
de las células amnioticas (9,188,231).

También se ha reportado que algunas moléculas de la MEC amnidtica promueven
adhesion y migracion celular epitelial, entre ellas fibronectina, laminina-1, laminina-5 y
colagenos tipo 1, 111, 1V, V y VII (9,231). Entonces, tanto células como estroma amnidticos

pueden tener efectos regenerativos en tejidos epiteliales dafiados.

4.4.4.4. Propiedades antitumorales.
La formacion de tumores estd estrechamente relacionada con las células madre
pluripotenciales de origen embrionario. Sin embargo, a diferencia de otras células madre

embrionarias, las células amnio6ticas no son tumorigénicas después de ser trasplantadas
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(186,233). En efecto, no se ha reportado la formacion de teratomas (tumores de células
germinativas) in vivo por parte de células madre derivadas de la hAM, y tampoco se ha
observado crecimiento de tumores cuando han sido trasplantadas en voluntarios humanos
(233).

Esta propiedad se deberia a la estabilidad genética de las células amnidticas, tanto en
hAECs como en hAMSCs, en vista de que, primero, la placenta humana y sus membranas
son un tejido neonatal que posee mucho menos dafio ambiental y adquirido por la edad en su
DNA (184,186). Y segundo, las células amniéticas presentan un estado epigenético Unico,
de modo que les otorga la capacidad de diferenciarse hacia células de las tres capas
germinales y sin la formacion de tumores (186).

Otro hecho que garantiza la estabilidad genética de las células amnidticas es que no
expresan la enzima telomerasa transcriptasa inversa (TERT), la cual promueve el crecimiento
celular neoplasico y carcinogénico (184). Por otro lado, también se ha demostrado que la
viabilidad de las células cancerigenas disminuye en presencia de células amnidticas in vitro,
lo que lleva a hipotetizar que estas células secretan factores que promueven la muerte de las
células neoplésicas, finalmente impidiendo el crecimiento de tumores (233).

Ahora bien, mientras los potenciales efectos anticancerigenos de las células
amnioticas necesitan mas estudios, la ausencia de tumorigenicidad luego de aplicar o
trasplantar células derivadas de hAM otorga un grado de seguridad para su uso terapéutico

en pacientes.

4.4.4.5. Propiedades antibacterianas.

De forma natural, la placenta y las membranas fetales producen componentes
antimicrobianos. Por su parte, la hAM se destaca por su secrecion de B-defensinas, las cuales
son los principales péptidos antimicrobianos amnioticos (11,220). Incluso, la B3-defensina
es considerada una parte importante del sistema inmune innato (220).

Ademas, las células amniéticas expresan otras moléculas con fuertes capacidades
antimicrobianas y antiinflamatorias, como elafina e inhibidor de la proteasa leucocitaria
secretora (SLPI) (220).
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Gracias a los componentes mencionados, se ha demostrado que la hAM posee efectos
antimicrobianos in vitro en una gran variedad de bacterias, incluyendo Enterococcus faecalis,

Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa (11,226).

4.4.4.6. Propiedades antifibroticas.

Est4 bien descrito que la hAM acelera la curacion de heridas con una minima
formacion de tejido cicatricial. Esto se debe a la regulacion negativa de TGF-f1, la principal
isoforma del factor TGF-B encargada de inducir la activacién de miofibroblastos y con ello,
la respuesta fibrogénica (11,220). A su vez, el principal inhibidor de TGF-B1 es el acido
hialurénico que se encuentra en el estroma amniético (220,226).

Por otro lado, hay estudios que demuestran que las hAECs producen la isoforma
TGF-B3, cuya accion previene la migracion y proliferacion de células inflamatorias,
oponiendose a los efectos de TGF-B1 y actuando como un factor antifibrotico (195).

También, se reportaron caracteristicas antifibroticas en exosomas derivados de
hAECs. Estas vesiculas extracelulares contienen diversas proteinas involucradas en vias de
sefalizacion celular, y ademas portan una gama de microRNAs (miRNASs) que controlan
mecanismos de sefializacion en fibrosis, como las vias de PI3K-Akt y de TGF-B. Dentro de
estos MIRNAs destacan miR-27a y miR-34a, los cuales afectan la proliferacion y
diferenciacion de miofibroblastos, de este modo reprimiendo el proceso fibrogénico (195).

Hasta la fecha, la hAM ha demostrado diversas propiedades beneficiosas para la
restauracion de los tejidos, lo cual es el pilar de la medicina regenerativa. Dichas propiedades
se ilustran en la figura 4.14.

Ademas de sus células (hAECs y hAMSCs), las cuales poseen caracteristicas de
células madre, la MEC amniética y sus componentes estructurales también juegan un papel
importante en estas propiedades, en vista de que son capaces de actuar como ligandos para
las células que entran en contacto con la hAM, de este modo desencadenando sus efectos de

forma sinérgica junto a los factores solubles liberados por las células amnidticas.
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Propiedades inmunomoduladoras HLA-G, IL-10, PGE2
y antiinflamatorias | Acido hialurénico
Propiedades angiogénicas y Epitelio amnidtico (angiogénico)
antiangiogénicas Estroma amniético (antiangiogénico)
Propiedades reepitelizantes — EGF, IL-8, IGF-1, bFGF, HGF
Membrana
amnidtica -
humana
Propiedades antitumorales — Estabilidad genética y epigenética
Propiedades antibacterianas — [3-defensina, elafina, SLPI
. e Acido hialurénico, TGF-B3
Propiedades antifibroticas — Exosomas con miRNAS

FIGURA 4.14. Principales propiedades de la membrana amniética humana (hAM)
descritas hasta la fecha, con sus respectivos fundamentos. HLA-G: antigeno leucocitario
humano G; IL-10: interleuquina-10; PGE2: prostaglandina E2; EGF: factor de crecimiento
epidermal; IL-8: interleuquina-8; IGF-1: factor 1 de crecimiento insulinico; bFGF: factor de
crecimiento fibroblastico; HGF: factor de crecimiento hepatocitario; SLPI: inhibidor de
proteasa leucocitaria secretora; TGF-B3: factor de crecimiento transformante 3. Elaborado

en base a las referencias (9,11).

4.5. EFECTOS DEL USO DE hAM EN FIBROSIS HEPATICA.

En la tltima década se han realizado diversos estudios experimentales en modelos de
fibrosis hepética con resultados alentadores, los cuales implican tanto el uso de hAM intacta

como de células amnidticas y sus derivados (232,234).

4.5.1. Trasplante de células amnidticas.
El trasplante o infusion de células madre es uno de los principales métodos de la
terapia celular y, en el Gltimo tiempo, se ha comprobado que las células derivadas de la hAM

poseen caracteristicas beneficiosas que las convierten en una herramienta promisoria,
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especialmente para el tratamiento de hepatopatias progresivas como la fibrosis hepatica
(232,234).

Entonces, en vista de sus cualidades de células madre, hAECs y hAMSCs, asi como
sus medios condicionados, han demostrado potentes efectos antifibroticos en modelos

preclinicos, los cuales serdn analizados en las siguientes secciones.

4.5.1.1. Efectos del trasplante de hAECs.

Las hAECs fueron las primeras células amniéticas en ser aisladas y testeadas en
modelos murinos de fibrosis hepética, inducida principalmente por administracion de
tetracloruro de carbono (CCls). Utilizando este modelo, Manuelpillai y colaboradores
demostraron que el trasplante de hAECs reduce la inflamacion, gracias a la disminucion de
las citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL-6, y también la fibrosis, debido a la reduccion de
miofibroblastos hepaticos productores de MEC y la menor tasa de apoptosis de hepatocitos,
los cuales generan sefiales profibrogénicas (235). Ademas, se observd que las hAECs
trasplantadas fueron capaces de insertarse en el higado de los roedores, encontrandose
principalmente en espacios portales y parénquima hepatico adyacente, sin infiltracion de
células inflamatorias y sin evidencia de rechazo tisular (235).

Siguiendo esta linea de investigacion, mas tarde el mismo grupo demostro que, bajo
la administracion continua de CCls en simulacion de una injuria cronica, el trasplante de
doble dosis de hAECs redujo significativamente la fibrosis hepatica en los ratones tratados,
ademas de los niveles de sefializacion de la citoquina fibrogénica TGF-B y de las HSC
activadas, evaluadas por inmunohistoquimica a través de oa-SMA (236). También, se
comprobd la induccion del fenotipo antiinflamatorio M2 en los macréfagos hepaticos, los
cuales poseen una elevada plasticidad celular de acuerdo a las condiciones del microambiente
tisular. Entonces, se hipotetizé que la presencia de hAECs promueve la polarizacion de los
macrofagos hacia un fenotipo restaurador, promoviendo la regeneracion del tejido (236).

Por otra parte, es bien sabido que las hAECs son capaces de diferenciarse hacia
hepatocitos tanto in vitro como in vivo. En este contexto, Lin y colaboradores midieron los
efectos del trasplante de hAECs puras y de hAECs diferenciadas previamente a hepatocitos
in vitro, a través de inyeccion esplénica, en ratas con cirrosis inducida por tioacetamida

(TAA). Se comprobd que ambos tipos celulares se incorporaron en los higados de los
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roedores, actuando como hepatocitos funcionales, mejorando el tejido hepatico y
disminuyendo la cantidad de nddulos cirréticos (237). También, estos hallazgos confirman
la diferenciacidn hepatocitaria in vivo de las hAECs y su supervivencia en el tejido hepatico,
lo cual contrarresta las limitaciones que presenta la diferenciaciéon in vitro al generar
hepatocitos de un aspecto mas bien fetal, que carecen de funciones metab6licas completas.
Entonces, se puede sostener que la capacidad de diferenciacién in vivo de las hAECs genera
hepatocitos de aspecto maduro, gracias al microambiente tisular integro en el que se
incorporan, ayudando a la restauracion del higado (237).

En otro modelo murino de fibrosis hepética, inducido por ligadura de ducto biliar
(BDL), Cargnoni y colaboradores demostraron que las hAECs trasplantadas actdan de
manera intensa sobre las células precursoras de miofibroblastos hepaticos, correspondientes
a fibroblastos portales y HSC, reduciendo su activacion y transdiferenciacion
miofibroblastica, especialmente en fibroblastos portales (238). También, se evidencio una
notable reduccion de las cantidades de colageno y fibronectina gracias a la infusion de
hAECs. Ademas, en este mismo estudio se descubrio que las hAECs también actuan sobre
las células epiteliales biliares, disminuyendo su proliferacion en los espacios periportales.
Este hallazgo sostiene que las hAECs inhiben la reaccién ductal, la cual es un evento
caracteristico de la fibrosis hepatica de origen biliar, asi disminuyendo el entorno
inflamatorio que fomenta la fibrogénesis hacia el resto del parénquima hepatico. Por lo tanto,
este estudio concluyd que las hAECs trasplantadas actlan principalmente sobre células
fibrogénicas ubicadas en los espacios portales (238).

Por otra parte, se descubrié que los medios condicionados de hAECs (hAEC-CM),
obtenidos a partir del cultivo de estas células, también son capaces de atenuar la fibrosis
hepatica (239,240), sugiriendo que la presencia de factores solubles liberados por las hAECs
serian los responsables del efecto antifibrotico. Para corroborar esto, Alhomrani vy
colaboradores aislaron vesiculas extracelulares de hAECs (hAEC-EV), las cuales contienen
una carga de proteinas determinadas, y analizaron sus efectos in vitro e in vivo. Los hallazgos
indicaron que las hAEC-EV participan activamente en comunicacion celular, incluso
modificando el fenotipo y destino de sus células blanco. Ademas, se comprobd que las
hAEC-EV también reducen el nimero de HSC y su produccién de colageno, en conjunto con

una disminucion de la sefalizacion de TGF-p (239).
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El estudio de Alhomrani y col. también contempldé un andlisis protedmico que
identificd més de 160 diferentes proteinas que conforman el secretoma de las hAECs, el cual
actUa a través de vesiculas extracelulares que son liberadas por las hAECs hacia el espacio
extracelular hepético, finalmente ejerciendo sus efectos restauradores (239).

En vista de estos beneficios, mas las maltiples injurias hepéticas que desencadenan
el proceso fibrogénico, Kuk y colaboradores evaluaron el trasplante de hAECs y de hAEC-
CM en un modelo murino de fibrosis hepética por esteatohepatitis no alcohdlica (NASH),
para examinar los efectos de los factores solubles liberados por estas células (240). Y en
efecto, los hallazgos confirmaron nuevamente la accion antifibrdtica de las hAECs y su
secretoma, contenido en el hAEC-CM, con una reduccion de la fibrosis hepética cercana al
40%, mas la disminucion de la sefializacion de TGF-B y del nimero de HSC activadas, y un
aumento de las MMPs -2 y -9, las cuales degradarian el contenido de colageno tisular (240).

Recientemente, se descubrié otro mecanismo de accion de las hAECs trasplantadas,
gracias al estudio de Hodge y colaboradores (241), quienes establecieron que, ademas de
reducir la inflamacion y fibrosis hepaticas, la administracion de hAECs durante una injuria
cronica promueve la regeneracion enddgena del higado, a través de la proliferacion de
hepatocitos (241). También, se descubrio que las hAECs reducen la activacion del
compartimento de células progenitoras hepaticas (HPC), el cual prolifera sélo cuando existe
un dafio cronico severo y la replicacion de hepatocitos no es suficiente para compensar la
injuria. Entonces, se concluye que la administracion de hAECs fomenta la reparacion del
tejido hepatico (241).

Finalmente, se establece que las hAECs y su medio condicionado (hAEC-CM)
poseen efectos antifibréticos y regenerativos en modelos preclinicos de fibrosis hepatica (Fig.
4.15y Tabla 4.2), lo que las convierte en una herramienta prometedora para la terapia celular

en hepatopatias.
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FIGURA 4.15. Esquema ilustrativo de los principales efectos antifibroticos del trasplante
de células epiteliales amnioticas humanas (hAECs), observados en modelos preclinicos de
fibrosis hepatica. MEC: matriz extracelular; HSC: células estelares hepaticas; TGF-p:
factor de crecimiento transformante-beta; M2: macrdfagos con fenotipo antiinflamatorio y

reparativo; MMP: metaloproteinasas de matriz.

4.5.1.2. Efectos del trasplante de hAMSCs.

Ademas de las hAECs, también se han reportado efectos antifibroticos para la
infusion de hAMSCs en la ultima década.

Utilizando el mismo modelo murino de fibrosis hepatica inducida por CCls, Zhang y
colaboradores (242) trasplantaron hAMSCs, aisladas desde una placenta a término, con una
infusion a través del bazo de ratones, las cuales migraron por la circulacién sanguinea hasta
los sinusoides hepaticos y luego hacia el parénquima, incorporandose en el tejido hepatico y
reduciendo las areas de fibrosis hepatica. Ademas, tras la infusién de hAMSCs se detectd
una menor activacion de HSC y apoptosis de hepatocitos, en conjunto con un alza en los

niveles del factor de crecimiento hepatocitario (HGF) y en la tasa de proliferacion de
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hepatocitos. Por lo tanto, se establecié que la infusibn de hAMSCs mejora la fibrosis
hepatica, al mismo tiempo que promueve la regeneracion del higado dafiado (242).

Siguiendo esta linea experimental, Kubo y colaboradores (243) demostraron que el
trasplante de hAMSCs, ademas de reducir el deposito de colageno tipo I, también disminuye
la infiltracion de macrofagos y la expresion del inhibidor tisular de metaloproteinasas 1
(TIMP-1), el cual es un potente estimulo para la mantencién de la fibrogenesis. Ademas, se
descubrié un alza en la expresion de MMP-9, la que participa en la degradacion de la MEC
(243).

Por otra parte, Lee y colaboradores investigaron los efectos antifibréticos de una
subpoblacion de hAMSCs maés primitivas, denominada hAMSCs CD34(+), obtenida tras la
eliminacion de fibroblastos estromales CD34(-) (244). El proposito del aislamiento de esta
poblacion de hAMSCs es garantizar mayor seguridad en la terapia celular con células madre
mesenguimales (MSC), desde que se comprobd que las MSC en general poseen fibroblastos
mesenquimales maduros que pueden eventualmente formar tumores. Entonces, los
investigadores probaron la efectividad del trasplante de células madre mesenquimales
amnioticas libres de dichos fibroblastos (hAMSCs CD34(+)) y demostraron que la
acumulacion de colageno disminuy6 aproximadamente en un 50% en los roedores tratados,
junto a una menor tasa de activacion de HSC y de la sefializacion fibrogénica de TGF-p. Por
lo tanto, las hAAMSCs CD34(+) se suman como herramienta promisoria y segura para la
terapia antifibrotica hepatica (244). Sin embargo, se necesitan mas estudios sobre esta
subpoblacion de hAMSCs, en vista de que es relativamente nueva en amnios humano.

Al igual que con el medio condicionado de hAECs (hAEC-CM), se hipotetizé que el
medio condicionado derivado de hAMSCs (hAMSC-CM) también posee factores solubles
liberados por las hAMSCs. En este contexto, Fu y colaboradores cultivaron HSC primarias
de rata con hAMSC-CM, comprobando que éste es capaz de regular las funciones de las
HSC, disminuyendo su activacion y proliferacion (245). Finalmente, este estudio concluyo
que las hAMSCs tienen un papel inhibitorio sobre las principales células fibrogénicas
hepéaticas (HSC), mediante sefializaciones paracrinas, asi promoviendo la degradacion de
MEC por parte de las MMPs, las cuales aumentan sus niveles en presencia de células

amnioticas (245).
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Recientemente, un estudio llevado a cabo por Pietrosi y colaboradores evalud el
trasplante de células amnidticas en un modelo murino de cirrosis hepética. Los resultados
demostraron que, particularmente, las hAMSCs mejoraron de forma significativa la presion
sanguinea portal en los roedores tratados, disminuyendo sus niveles, y la funcion
microcirculatoria hepatica, la cual se ve seriamente comprometida durante la cirrosis (246).
Tras co-cultivar células endoteliales sinusoidales hepaticas (LSEC) y HSC con hAMSCs, los
investigadores también observaron una mejora en el fenotipo de estas células hepaticas, lo
cual se asocia a la mejora de la hemodinamia del higado. Ademas, se comprob6 una notable
reduccion del nivel de fibrosis hepética, incluso en presencia de un modelo de cirrosis
avanzada (246). Esto lleva a hipotetizar que la infusion de hAMSCs podria mitigar el grado
de hipertension portal en pacientes con cirrosis establecida, e incluso disminuir el avance de
la enfermedad hacia una etapa terminal.

Gracias a estos estudios, se confirma el potencial antifibrético de las hAMSCs y su
medio condicionado, cuyos principales efectos se ilustran en la figura 4.16.

Finalmente, el trasplante o infusion de ambas poblaciones celulares amnioticas
(hAECs y hAMSCs), enlistados en la Tabla 4.2, representan una alternativa terapéutica para

retroceder el avance de la fibrosis hepatica y restaurar la estructura y funcion del higado.

Infusion de hAMSCs ) )
Reduccion de Mejora de

Fibrosis hepética & hipertension portal

-+ Reducciénde MEC ——— 4 Colageno tipo I

— l HSC activadas

— | TIMP-1
— t MMP-9
Reﬁ:;gg:gon T i Apoptosis de hepatocitos

—» Proliferacion de hepatocitos
(+HGF)
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FIGURA 4.16. Esquema ilustrativo de los principales efectos antifibréticos del trasplante
de células mesenquimales estromales amnioticas humanas (hAMSCs), observados en
modelos preclinicos de fibrosis hepatica. MEC: matriz extracelular; HSC: células estelares
hepaticas; TIMP-1: inhibidor tisular de metaloproteinasas 1; MMP-9: metaloproteinasa de
matriz 9; HGF: factor de crecimiento de hepatocitos.

TABLA 4.2. Conjunto de estudios preclinicos que han recurrido al uso y trasplante de
células amnidticas humanas y sus derivados para el tratamiento de fibrosis hepética en la
ultima decada. [nAECs: células epiteliales amnidticas humanas; CCly : tetracloruro de
carbono; TAA: tioacetamida; BDL.: ligadura de ducto biliar; hAEC-EV: vesiculas
extracelulares de células epiteliales amniéticas humanas; hAEC-CM: medio condicionado
de células epiteliales amnioticas humanas; hAMSCs: células mesenquimales estromales
amnioticas humanas; hAMSCs CD34(+): subpoblacion de células mesenquimales
amnioticas humanas primitivas; hAMSC-CM: medio condicionado de células
mesenquimales estromales amnidticas humanas; HSC: células estelares hepéticas; LSEC:

células endoteliales sinusoidales hepaticas].

Uso y trasplante de células amnidticas humanas

Método de uso Tiempo méiximo Modelo experimental Ref.
Trasplante de hAECs 4 semanas Fibrosis hepatica Manuelpillai et al.
frescas en dosis simple inducida por CCl, 2010 [235]
Trasplante de doble dosis de A semanas Fibrosis hepatica Manuelpillai et al.
hAECs frescas inducida por CCl, 2012 [236]
Trasplante d.e C.:S puras Cirrosis inducida por Lin et al. 2015
y hAECs diferenciadas a 4 semanas
e TAA [237]
hepatocitos in vitro
hAECs . ) ) .
Trasplante de hAECs 6 semanas Fibrosis hepatica Cargnoni et al.
frescas en dosis simple inducida por BDL 2017 [238]
Fibrosis hepatica Alhomrani et al.
Trasplante de hAEC-EV 4 semanas inducida por CCI, 2017 [239]
:[‘rasp LI AL B Fibrosis hepatica Kuk et al. 2019
criopreservadas y hAEC- 6 semanas . . S
CM inducida por dieta grasa [240]
Trasplante de hAECs 4 Fibrosis hepatica Hodge et al. 2020
frescas y hAEC-CM sematias inducida por CCl, [241]

(continua)
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Método de uso Tiempo maximo Modelo experimental Ref.
Trasplante de hAMSCs 4 semanas Fibrosis hepatica Zhang et al. 2011
frescas inducida por CCl, [242]
Trasplante de hRAMSCs 4 semanas Fibrosis hepatica Kubo et al. 2015
frescas inducida por CCl, [243]
Trasplante de hAMSCs 3 semanas Fibrosis hepatica Lee et al. 2016
hAMSCs CD34(+) - inducida por TAA [244]
Cultivo de HSC
Obtencion de hLAMSC-CM 48 horas primarias de rata Fuetal 2018
. [245]
fibrotica
7 semanas Cirrosis inducida por
Trasplante y cultivo de CCl, Pietrosi et al. 2020
hAMSCs frescas 24 horas Cultivo con LSEC y [246]

HSC de rata cirrotica

4.5.2. Aplicacion de fragmentos de hAM.

Mientras se estudiaban los potenciales efectos antifibréticos de las células amnioticas
(hAECs y hAMSCs) como tal, también se analizaron los efectos de la aplicacion de
fragmentos integros o parches de amnios humano, en vista de su consistencia membranosa,
fina y transparente, sobre la superficie de higados fibroticos murinos, inducidos
principalmente por ligadura de ducto biliar (BDL) (202,247).

Utilizando parches de hAM frescos, es decir, dentro de las primeras 24 horas tras su
obtencion, Sant’ Anna y colaboradores demostraron que su aplicacion sobre la superficie del
higado de ratas fibroticas reduce la fibrosis hepéatica aproximadamente en un 50% (248). Tras
seis semanas de aplicacion de hAM, los hallazgos indicaron una progresion menos severa del
proceso fibrogénico, con leves indices de fibrosis confinada en los espacios portales, ausencia
de fibrosis intersticial en el parénquima hepatico y sin signos de cirrosis. También se observo
una menor cantidad de miofibroblastos activados y de reaccion ductular. Este estudio
concluyé que la aplicacion de hAM inhibe la cascada de eventos moleculares y celulares
fibrogénicos, impidiendo su progresion hacia la etapa de cirrosis (248). Interesantemente, los
investigadores no detectaron células amnidticas en los roedores tratados, por lo tanto, no

hubo incorporacion celular al tejido hepatico huésped. Esto lleva a reafirmar la hipotesis
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sobre la accion paracrina de las células amnioticas, mediante la liberacion de factores
solubles hacia el parénquima hepético (248).

Una vez confirmados los efectos antifibroticos de la hAM fresca en fibrosis hepética
experimental, la investigacion se dirigi6 hacia la hAM criopreservada, en vista de las
controversias que existen con el uso de amnios fresco, tales como el riesgo de infeccion por
VIH, HCV, HBV o citomegalovirus (CMV), puesto que el periodo de ventana entre la
infeccion y la aparicién de anticuerpos detectables puede enmascarar la positividad de la
donante de la placenta (220,249). Estos riesgos, mas la necesidad de material disponible para
volver a analizar y luego trasplantar, promueve el almacenamiento y preservacion de la hAM
a largo plazo a través de métodos como criopreservacion o liofilizacion (Tabla 4.3) (220).

En base a lo anterior, Ricci y colaboradores investigaron y compararon los efectos
antifibréticos entre parches de hAM fresca y hAM criopreservada en un modelo murino de
fibrosis hepatica (249), debido a que las técnicas de preparacion y preservacion de amnios
pueden influir significativamente en sus propiedades bioldgicas (220). Sin embargo, este
estudio demostrdé que ambos tipos de hAM, fresca y criopreservada, ejercen los mismos
efectos antifibroticos. Los hallazgos indicaron una disminucion de la fibrosis hepatica, con
unareduccion en las cantidades de colageno y fibronectina, de HSC activadas y de los niveles
de reaccion ductular (249).

Ademas de evaluar su accion antifibrotica, Ricci y col. analizaron la estructura de
ambos tipos de hAM vy descubrieron que la hAM criopreservada luce una apariencia mas
blanquecina y de mayor grosor que la hAM fresca. También se observd que,
histolégicamente, ambas son similares, pero la hAM criopreservada presentd un nimero
ligeramente reducido de hAECs y un estroma mas grueso. Y através de inmunohistoquimica,
se evidencié una mantencion del fenotipo e integridad de las células amnioticas en la hAM
criopreservada. Estos hallazgos sostienen que tanto la estructura como la accion antifibrética
de la hAM no se ven afectadas por la criopreservacion, a excepcion de la reduccion de células
epiteliales. Sin embargo, se report6 en aplicaciones oftalmoldgicas que la pérdida de algunas
células amnidticas no afecta la accion antifibrética de la hAM, y que la deprivacion de células
por ciclos de congelacion y descongelacion no interfiere en la supresion de la sefializacion
de TGF-B, la principal citoquina fibrogénica. Y con respecto al engrosamiento del estroma

amniotico, esto se deberia al aumento de agua tisular que ocasiona el proceso de
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criopreservacion, asi generando hinchazon en la hAM que, por lo visto, tampoco influye en

su accion antifibrotica (249).

TABLA 4.3. Caracterizacion de los métodos mas comunes de preservacion de amnios

humano a largo plazo, utilizados en &mbitos experimentales y clinicos. hAM: membrana

amnidtica humana. Elaborado en base a las referencias (12,220).

Tipo de hAM preservada

hAM criopreservada

hAM liofilizada

Caracteristicas

Meétodo de preservacion mas comin para la hAM.

Se utiliza un aditivo o criomedio, como el glicerol, en lugar de la
congelacion directa, para preservar funcionalidad celular.
Almacenamiento por hasta 12 meses a — 80°C.

No afecta la estructura histologica de la hAM.

Mantiene propiedades antitumorales, angiogénicas, antiangiogénicas y
antibacterianas de la hAM.

Meétodo de desecacion al vacio a baja temperatura, que permite
almacenamiento a temperatura ambiente.

Mantiene la estructura histologica de la hAM, pero disminuye su
concentracion de proteinas y factores de crecimiento.

Requiere esterilizacion por irradiacion gama, la cual no afecta las
caracteristicas morfologicas, fisicas y biologicas de la hAM.

Cabe mencionar que, si bien la hAM liofilizada es considerada como método de

preservacion en aplicaciones clinicas oftalmologicas y ensayos experimentales de diversas

patologias, hasta la fecha no se ha reportado su utilizacién en modelos preclinicos de fibrosis

hepética, probablemente por la disminucion de la concentracion de proteinas y factores

solubles que genera el proceso de liofilizacién, lo cual podria afectar su accion antifibrotica

(220). Sin embargo, se necesitan estudios para corroborar lo anterior y verificar si es factible

su uso terapéutico en fibrosis hepatica.

En un principio los investigadores aplicaron fragmentos de hAM al mismo tiempo de

la induccion de la fibrosis, obteniendo resultados positivos (248). Posteriormente, y

considerando el contexto clinico de una fibrosis hepatica ya establecida, Sant” Anna y

colaboradores aplicaron parches de hAM fresca luego de dos semanas de haber inducido la
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injuria por BDL en ratas (250). Nuevamente, los hallazgos demostraron una notable
disminucion de la fibrosis hepética, con una reduccion en la cantidad de colageno cercana al
50% y también en la cantidad de miofibroblastos activados. Ademas, en este estudio se
evalud la expresion de TGF-p, una citoquina fibrogénica y pleiotropica que actua sobre la
gran mayoria de las células hepéticas y durante todas las etapas de la enfermedad, desde el
inicio de la injuria hasta la cirrosis terminal, y cuyo aumento de expresion se correlaciona
con la severidad de la fibrosis. Gracias a la aplicacion de hAM, se observo una reduccion
significativa en la sefializacion de TGF-p, aproximadamente de un 62%, lo cual favorece la
disminucién del proceso fibrogénico y el restablecimiento de la integridad tisular del higado.
Por lo tanto, se concluyo que la aplicacién de parches de hAM logra revertir el progreso de
la fibrosis hepéatica al momento de inducir la injuria y una vez ya establecida la enfermedad
(250).

Luego, y utilizando el mismo modelo experimental, Sant’ Anna y colaboradores
evaluaron los efectos de la aplicacion de hAM fresca a largo plazo, es decir, por una mayor
cantidad de semanas (251). 9 semanas después, mientras las ratas con BDL progresaban a
cirrosis avanzada, las ratas tratadas con hAM mostraron fibrosis confinada a los espacios
portales, sin signos de cirrosis y con el tejido hepatico mejor conservado. Al comparar ambos
grupos, se demostro una reduccion de la cantidad de colageno cercana al 55%. Por lo tanto,
se concluyo que a mayor tiempo de aplicacion de un fragmento de hAM, se produce una
mayor reduccion de la fibrosis hepatica y un mejoramiento de la arquitectura del higado
(252).

Siguiendo el mismo modelo experimental, otro estudio realizado por Garrido y
colaboradores aplicé parches de hAM en ratas jovenes, simulando un contexto de fibrosis
hepética causada por atresia de vias biliares, una patologia congeénita, para evaluar el posible
uso terapéutico de amnios en pacientes pediatricos (252). Los hallazgos indicaron una
disminucion de la fibrosis hepatica cercana al 50%, con reduccion de los depoésitos de
colageno, de la sefializacion de TGF-p y de la expresion de apelina, una molécula involucrada
en hepatopatias y cuyos niveles de expresion se correlacionan con la severidad de la fibrosis
hepética. Gracias a estas observaciones, se concluy6 gue la aplicacion de parches amnioticos

es efectiva en la reduccion de fibrosis hepética en higados juveniles, lo cual apoya un futuro
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uso terapéutico infantil, en vista de la complejidad del trasplante hepéatico en estos pacientes
(252).

La mayoria de los experimentos habia contemplado la aplicacion de fragmentos de
hAM en la superficie hepatica completa, cubriendo todos los I6bulos del higado. En este
contexto, Mamede y colaboradores evaluaron los efectos de la aplicacion total y parcial de
hAM, luego de dos semanas de haber inducido la fibrosis por BDL en ratas. Interesantemente,
los hallazgos demostraron que la aplicacion parcial de amnios, o sea, alrededor de un solo
I6bulo hepatico, es mas efectiva en la reduccion de la severidad y extension de la fibrosis
hepatica, disminuyendo los depoésitos de coldgeno en un 80%, en comparacion con la
aplicacion total, que los disminuy6 en un 50% (253). Estas observaciones sugieren otro
posible mecanismo, distinto de la reduccion directa de miofibroblastos, el cual seria la
disminucion de los niveles de citoquinas inflamatorias y fibrogénicas, mas el aumento de
MMPs, y posterior a esto, vendria la desaparicion de los miofibroblastos. A su vez, estos
efectos serian generados mediante la liberacion de factores solubles por parte de las células
amnioticas, los cuales se difunden por el parénquima hepético desde el I6bulo cubierto con
hAM hacia los demas, desencadenando sus efectos a nivel molecular y celular (253).

El estudio de Mamede y col. tambien se enfocd en los macréfagos hepaticos, los
cuales poseen una marcada plasticidad celular de acuerdo a su microambiente. Los resultados
mostraron un elevado nimero de macrofagos en la region periportal de las ratas tratadas con
hAM, lo que, junto a las bajas cantidades de colageno, sugiere la presencia de macréfagos
restaurativos (M2) y capaces de expresar MMPs y citoquinas antiinflamatorias que
promueven la restauracion hepatica. Como conclusion, este estudio sugiri6 que no seria
necesaria la aplicacion de hAM sobre la superficie del higado completo, puesto que la accion
antifibrética se ejerce de todas maneras y de una forma muy efectiva (253).

Finalmente, los estudios experimentales en torno a la aplicacion terapéutica de
parches de hAM en modelos de fibrosis hepatica, enlistados en la tabla 4.4, nos revelan
resultados prometedores y que apoyan la utilizacion de amnios para el tratamiento de esta
patologia en pacientes, en vista de sus efectos antifibroticos tanto a nivel celular como

molecular, ilustrados en la figura 4.17.
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FIGURA 4.17. Esquema ilustrativo de los principales efectos antifibroticos de la
aplicacion de fragmentos o parches de membrana amniotica humana (hAM), observados
en modelos preclinicos de fibrosis hepatica. MEC: matriz extracelular; HSC: células
estelares hepaticas; TGF-p: factor de crecimiento transformante-beta; MMPSs:

metaloproteinasas de matriz; M2: macrofagos con fenotipo antiinflamatorio y reparativo.
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TABLA 4.4. Conjunto de estudios preclinicos que han recurrido a la aplicacion de

parches de membrana amniética humana (hAM) para el tratamiento de fibrosis hepética

en la Gltima década [BDL.: ligadura de ducto biliar].

Aplicacion de parches o fragmentos de hAM

Método de uso Tiempo maximo Modelo experimental

Aplicacion total de hAM

Fibrosis hepatica

fresca, por su lado 6 semanas inducida por BDL en
estromal ratas adultas
Aplicacion total de hAM Fibrosis hepatica
fresca y criopreservada, 6 semanas inducida por BDL en
por su lado estromal ratas adultas
Aplicacion total de hAM Fibrosis hepatica
fresca, por su lado 6 semanas establecida, inducida por
estromal BDL en ratas adultas
Aplicacion total de hAM Fibrosis hepatica
fresca, por su lado 9 semanas inducida por BDL en
estromal ratas adultas
Aplicacion total de hAM . Flbl.’OSIS hepatica
. 6 semanas inducida por BDL en
criopreservada -,
ratas jovenes
., . Fibrosis hepatica
Aplicacién total y parcial 4 semanas establecida, inducida por

de hAM

BDL en ratas adultas

Ref.

Sant’ Anna et al. 2011
[248]

Ricci et al. 2013
[249]

Sant’ Anna et al. 2016
[250]

Sant’ Anna et al. 2017
[251]

Garrido et al. 2018
[252]

Mamede et al. 2019
[253]
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

La fibrosis hepética es una patologia caracterizada por la acumulacién crénica de
matriz extracelular (MEC), y que puede progresar rapidamente a cirrosis, comprometiendo
la vida de los pacientes. A la fecha, la Unica alternativa terapéutica efectiva para ellos es el
trasplante de higado, sin embargo, la falta de donantes compatibles, mas la ausencia de una
terapia antifibrdtica que impida el avance de la enfermedad, crea la necesidad de encontrar

nuevas opciones de tratamiento.

Diferentes grupos de investigacion se han dedicado por afios al estudio y eventual uso
de células madre en medicina regenerativa, para restablecer funciones e integridad estructural
de los 6rganos dafados. En este contexto, se plantea el uso de hAM y sus células en modelos
preclinicos de fibrosis hepatica, los cuales han demostrado la gran capacidad antifibrotica y
regenerativa de la hAM sobre el tejido hepatico.

El trasplante o infusion de células amnidticas humanas fue la primera forma de uso
que se le di6 a la hAM en modelos experimentales, los cuales demostraron que estas células
madre son capaces tanto de incorporarse en el tejido hepatico huesped, diferenciandose hacia
hepatocitos funcionales, como de ejercer efectos antifibroticos, mediante la liberacion de
factores solubles. Simultdneamente, se hipotetizd que la hAM propiamente tal podria ejercer
sus propiedades regenerativas mediante su aplicacion en formato de parches o fragmentos
amnioticos sobre la superficie hepatica, los cuales incluyen hAECs, hAMSCs y, ademas, a
la MEC amnidtica, rica en componentes como acido hialurénico, proteoglicanos y
glicoproteinas. En efecto, la exitosa regresion de la fibrosis hepatica, demostrada por las
pruebas experimentales, confirma que las células y la MEC amnidtica ejercen en conjunto

sus propiedades terapéuticas en el tejido hepatico dafiado.

Por otro lado, la ausencia de células amnioticas humanas en los modelos animales
tratados con parches de hAM lleva a hipotetizar que no ocurre incorporacion celular en el
tejido huésped, reforzando la teoria de la liberacién de factores solubles y biomoléculas que
actan sobre el tejido. Ahora bien, tampoco se puede descartar que puedan ocurrir ambos
eventos de manera simultanea: diferenciacion celular hepatocitaria y secrecién de

biomoléculas con acciones regenerativas.
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La MEC hepética, cuyo comportamiento es influenciado por las células hepaticas
circundantes, es también considerada como un microambiente dindmico y un agente participe
del proceso de fibrogénesis hepatica, llegando a aumentar hasta 7 veces mas de lo normal
conforme avanza la enfermedad. Afortunadamente, la aplicacion experimental de hAM ha
logrado una exitosa regresion de la fibrosis hepética en los modelos tratados, incluso en
etapas de cirrosis.

Interesantemente, la aplicacién de hAM no actua tan sélo sobre la MEC del higado
fibrotico, reduciendo sus cantidades, sino que actua sobre todos los componentes hepéticos,
tanto moleculares como celulares, los cuales funcionan de manera sinérgica para promover
la regresion del proceso fibrogénico. Hasta la fecha, los componentes de la MEC més
estudiados en presencia de amnios humano son el colageno tipo | y la fibronectina,
probablemente por ser los mas predominantes. Sin embargo, existen otros componentes
cuyas cantidades aumentan durante la fibrosis hepatica, como los colagenos tipo 111, IVy V,
elastina, proteoglicanos, proteinas matricelulares y glicosaminoglicanos, los cuales también

podrian verse afectados con la aplicacion de hAM.

Otro componente importante de la MEC hepatica normal es la reticulina, cuyos
niveles disminuyen drasticamente durante el curso de la fibrosis hepatica, debido a la
dinamica irregular y anormal de la MEC. Ahora bien, hasta el momento no se han reportado
estudios sobre el comportamiento de la reticulina bajo los efectos de amnios humano. Y,
considerando el papel de la reticulina en el sostén e integridad de las trabéculas de
hepatocitos, resulta fundamental analizar qué ocurre con sus niveles en presencia de hAM y
verificar si es que logran retornar a la normalidad del mismo modo que los niveles de otros
componentes extracelulares, como el colageno tipo I. Por lo tanto, se hace necesario el
estudio del comportamiento de los demas elementos de la MEC en presencia de hAM, en
vista de gque la matriz corresponde a un compartimento heterogéneo, e independientemente

de que el coladgeno sea el componente que mas predomine.

Con respecto a los elementos celulares, las células hepaticas mas intensamente
estudiadas en presencia de hAM son las HSC activadas, en calidad de miofibroblastos
productores de componentes de MEC, cuyas cantidades se ven notablemente reducidas, y los

macrofagos hepaticos, los cuales han sido catalogados con un fenotipo antiinflamatorio y
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restaurador de tejidos. Interesantemente, estos hallazgos, y otros mas como la disminucion
de los niveles de la citoquina profibrogénica TGF-f y el aumento de la concentracion de
MMPs, ya confirmados por las investigaciones, coinciden con los mecanismos de regresion
endogenos de fibrosis hepética. Entonces, se puede establecer que la presencia de hAM
promueve un proceso regenerativo similar a los mecanismos de reparacion intrinsecos del

higado, que ocurren ante injurias menores, y sin alterar la integridad estructural del 6rgano.

Otro punto importante a considerar es que, en los Gltimos afios, la mayoria de los
experimentos que han utilizado parches de hAM lo han hecho aplicando el lado estromal
amnidtico en contacto directo con la superficie del higado, obteniendo resultados
antifibroticos positivos. Sin embargo, seria interesante observar qué ocurre con la aplicacion
de hAM por su lado epitelial, considerando que las hAECs liberan diversos factores solubles.
Eventualmente, se podrian evaluar y comparar los efectos desencadenados por ambos lados
de la hAM. Asi como también se pueden analizar los efectos del uso de hAM descelularizada
y evaluar la accion de la MEC amniética sobre el tejido hepatico, en vista de que los

componentes matriciales también son capaces de gatillar sefializaciones moleculares.

Hay diversas perspectivas desde donde abordar la utilizacion de hAM en el
tratamiento de fibrosis hepatica. Por temas de practicidad y eficiencia, pareciera ser mas
factible el uso de fragmentos de hAM, ya que son mas sencillos de obtener, preparar y
conservar, gracias a métodos de mantencion a largo plazo como la criopreservacion, la que

ademas no interfiere con las propiedades antifibroticas de la hAM.

Finalmente, la aplicacion experimental de hAM ejerce exitosas acciones
antifibréticas en modelos de fibrosis hepatica, disminuyendo el exceso de MEC vy
restableciendo la estructura hepatica. Estos resultados apoyan el uso terapéutico de hAM, por
lo que seria ideal planificar futuros ensayos clinicos, mas aln sabiendo que se trata de un
tejido perinatal de facil obtencidn, sin problemas éticos, sin rechazo inmune, sin formacién
de tumores y que representa una valiosa fuente de células madre embrionarias con altos

indices de bioseguridad para los pacientes.
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