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Resumen

El higado cumple funciones metabdlicas unicas en el organismo por lo que se lo considera de vital
importancia dentro del mismo. Debido a la naturaleza de las funciones que el higado cumple es un blanco
frecuente de injurias causadas por virus o por toxinas, que inducen inflamacion y necrosis hepatocitaria.
Si estos dafios no son controlados la inflamacion se torna crénica ocasionando anomalias en la arquitec-
tura tisular, entre ellas depdsitos patolégicos de componentes de la matriz extracelular. Esta condicién se
la conoce como fibrosis, siendo el estadio final la cirrosis hepatica, que también esta caracterizada por
distorsiones en las interacciones célula a células o célula a matriz extra celular, que conducen finalmen-
te a una insuficiencia en la funcion hepatica. En los ultimos afios se ha demostrado que el proceso de
fibrosis hepatica puede ser reversible. Se han descripto algunos de los mecanismos involucrados en la
regresion siendo uno de estos factores la modulacion que ejercen las células dendriticas residentes. Las
células dendriticas, dependiendo de su fenotipo y estado de madurez, pueden orquestar una respuesta
inmunoldgica que conduzca a la reduccion en la fibrosis. El objetivo de este trabajo fue estudiar el rol
de estas células en la fibrosis hepatica, contrastar la diferencia que existe entre los fenotipos de células
dendriticas maduras e inmaduras, y analizar los distintos factores que intervienen en este proceso. En
este estudio se demuestra que las células dendriticas administradas de manera exégena son capaces
de disminuir la fibrosis hepatica en nuestro modelo murino. Por otro lado pudimos observar que el grado
de resolucion de fibrosis ocasionado por el tratamiento con las células dendriticas depende en parte de
su estado madurativo.
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Abreviaturas

a-SMA: a actina de musculo liso

AH: acido hialurénico

AHD: arteria hepatica derecha

AHi: arteria hepatica izquierda

CPA: células presentadoras de antigeno

bHABP: proteina de unioén a acido hialurénico biotinilada
BSA: albumina sérica bovina

CD: células dendriticas (CDi: célula dendritica inmadura, CDm: célula dendritica madura)
CEH: células estrelladas hepaticas

CCL4: tetracloruro de carbono

CTGF: factor de crecimiento de tejido conectivo
VC: vena central

DAB: diaminobencidina

FGF: factor de crecimiento de fibroblastos

GAG: glicosaminoglicano

GFP: proteina verde fluorescente

GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos
HGF: factor de crecimiento de hepatocitos

IGF-1: factor de crecimiento tipo insulina

IL: interleuquina

INF-y: interferén gama

LSEC: células endoteliales sinusoidales

LPS: lipopolisacarido

MCP: proteina quimioatractante de monocitos
MEC: matriz extracelular

CMH II: complejo mayor de histocompatibilidad de tipo I
MMP: metaloproteasa

NASH: esteatohepatitis no alcoholica

NK: células natural killer

AP: area portal

PBS: buffer fosfato salino

PDGEF: factor de crecimiento derivado de plaquetas
SFB: suero fetal bovino

TAA: tioacetamida

TGF-B1: factor de crecimiento transformante 31
TIMP: inhibidor tisular de metaloproteasa

TNF-a: factor de necrosis tumoral a

TP: tracto portal

VEGF: factor de crecimiento endotelial y vascular
VHB: virus de la hepatitis B

VHC: virus de la hepatitis C

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana

VPD: vena porta derecha

VPI: vena porta izquierda
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1. Introduccion
1.1. El higado
1.1.1. Anatomia general

En un humano adulto promedio el higado pesa aproximadamente 1,5 kg. Esto hace que sea la viscera
de mayor tamano del organismo y también de gran importancia debido al rol que cumple en el metabolismo
general. Esta formado por cuatro Iébulos: el I6bulo izquierdo se encuentra extendido sobre el estomago
y separado del I6bulo derecho por el ligamento falciforme que une el higado al diafragma y a la pared
anterior del abdomen, y los otros dos Iébulos de menor tamario, el cuadrado y el caudado que se ubican
dorsalmente con respecto a los Iébulos principales, la vesicula biliar se encuentra en la cara inferior del
I6bulo derecho [1]. El higado ocupa una posicion estratégica en el abdomen ya que se encuentra entre la
circulacion esplénica, filtrando la sangre, removiendo y adicionando sustancias a la circulacion sistémica.
El sistema sanguineo del higado esta compuesto por la arteria hepatica y la vena porta, lo cual genera
una doble irrigacién [2] (Figura 1). La que proviene de la vena porta que es entre el 65-85% de la irrigacion
total hepatica y drena la sangre desde el tracto intestinal, rica en compuestos y nutrientes absorbidos en
la digestion y pobre en oxigeno. El porcentaje restante de sangre total proviene de la arteria hepaticay es
sangre rica en oxigeno. En los sinusoides hepaticos, que son los espacios entre hepatocitos, se mezcla la
sangre que procede de esta doble circulacion lo que le permite a los hepatocitos tener acceso a oxigeno,
nutrientes y metabolitos necesarios para sintetizar sales biliares, que junto al colesterol, lecitina, iones
bicarbonato, pigmentos biliares y agua forman la bilis [3].

Vena cava
inferior

Aorta

__— Arteria hepatica (AH)

Vena porta (VP)

cistico

Conducto biliar
hepatico

I

Conducto
colédoco

Figura 1: Adaptado de Vascular and Biliary Variants in the Liver: Implications for Liver Surgery. VPD, vena porta derecha; VPI,
vena porta izquierda; AHD, arteria hepatica derecha; AHI, arteria hepatica izquierda [4].

1.1.2. Microanatomia

Microscopicamente el higado esta dividido en estructuras en forma hexagonal, de 1 a 2 mm de diametro
que se orientan alrededor de una vena central: la vena centrolobulillar y a dicha estructura se la denomina
lobulillo hepatico. Asimismo, esta estructura posee espacios porta en tres de sus vértices, conformado
por un conducto biliar, una rama de la arteria hepatica y una de la vena porta cuyos vasos se encuentran
rodeados por tejido conectivo y fibroblastos. (Figura 2 Ay B)[5, 6].

Los hepatocitos, conforman las principales células del parénquima, se disponen en el lobulillo en forma
radial desde las venas centrilobulillares, son también los que se encuentran mas alejados de la circulacion
sanguinea arterial y debido a esta condicion fisiolégica se admite hoy que estos constituyen la periferia
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de los lobulillos metabdlicos a los que se los llama acinos hepaticos, la unidad funcional hepatica. Por
lo tanto esta estructura esta centrada en el espacio porta y limitado por las venas centrolobullilares en
la periferia (Figura 2 C). Los hepatocitos estan recorridas por los capilares hepaticos, los sinusoides y el
espacio extrasinusoidal. El espacio de Disse, esta delimitado por células endoteliales sinusoidales, que
son fenestradas y discontinuas y recubren a los sinusoides [6]. Dentro de este espacio, ademas de pro-
yectarse las microvellosidades hepatocitarias, se encuentran un tipo de células de origen mesenquimal
llamadas células estrelladas hepaticas (CEH o células de Ito). Estas células intervienen en el almacena-
miento y metabolismo de la vitamina A, ademas de contener depésitos lipidicos. En caso de inflamacion
hepatica, estas células sufren un proceso de diferenciacion que las convierte en células con un fenotipo
de tipo miofibroblasto. Esta diferenciacion convierte a las CEH en células fundamentales en el proceso
fibrogénico hepatico por los factores que sintetizan y liberan al espacio extracelular [7].

En la superficie luminal de las células endoteliales sinusoidales se encuentran las células de Kupffer,
o macroéfagos hepaticos, que forman parte del sistema fagocitario monocitico y conjuntamente con las
células endoteliales sinusoidales forman el mayor sistema de remocién de células envejecidas y proteinas
de la sangre [8, 9].

Finalmente, se estima que el higado contiene cerca de 10 x 1010 linfocitos de diferentes fenotipos
que se encuentran a lo largo de los sinusoides y tractos portales. Estos incluyen linfocitos T, NK (natural
killer o asesinas naturales) y células dendriticas (CD) [5].

A Vena central B

Yiiia Sinusoides Canaliculos %

Arteria

hepatica
\ Conducto
‘ portl / biliar
Vena
N
y > \TP
Vasos TP, y & / “-“
~ linfaticos R " = 8 X
células de Kupffer Conducto ',"
biliar N \ v
Hepatocitos _ Vena b . 4
portal 9 ..‘ %
Espacio de,- Q@ — Arteria
Disse portal

Direccion flujo sanguineo por sinusoides

Vena central — Direccién flujo biliar por canaliculos biliares

(vC)

C Area portal (AP)

Arteria hepatica
Conducto biliar

Lobulillo hepatico

Figura 2: Anatomia e histoarquitectura hepatica. A) Representacion estructural del tejido hepatico. B) Modelo de la unidad
estructural hepatica, el lobulillo hepatico. Las flechas rojas indican el flujo sanguineo que circula por los sinusoides desde la
zona portal hasta la VC. Las flechas verdes muestran la circulacion de la bilis desde los hepatocitos que la producen hasta los
conductos biliares. TP: tracto portal, VC: vena central. Adaptado de Wallace et al, 2008) [5]. C) Modelo de histoarquitectura
hepatica, estructura del acino hepatico. VC: vena central, AP area portal. Adaptado de Robbins. Patologia estructural y funcional.

Séptima edicion.
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1.1.3. Fisiologia hepéatica

El higado es un 6rgano en el ocurren una serie de procesos fundamentales para el organismo como
procesos metabdlicos de detoxificacion, digestivos, homeostaticos, inmunoldgicos y de reservorio. [Pa-
tologia estructural y funcional, Robbins y Cotran, Octava edicién, Cap. 18, pag. 833]

Funciones metabdlicas: el higado cumple un rol irremplazable en los procesos metabdlicos de gra-
sas, proteinas y carbohidratos, y son realizados principalmente por los hepatocitos. Metabolismo de
lipidos: puede ser llevado a cabo por casi todas las células del organismo, pero en ciertos aspectos los
hepatocitos son especializados. La sintesis y formacion de lipoproteinas, metabolismo del colesterol y
fosfolipidos, beta-oxidacion de acidos grasos y el almacenamiento de vitaminas, en especial la vitamina
A por parte de las CEH.

Metabolismo de proteinas: los hepatocitos son capaces de captar los aminoacidos de la circulacion
portal provenientes de la alimentacion y a través de la transaminacién son recompuestos en proteinas
estructurales y plasmaticas. También son capaces de llevar a cabo la deaminacion de los aminoacidos
que componen las proteinas con el fin de utilizarlas como fuente de energia cuando el organismo se
encuentra en ayuno. Ademas, el higado metaboliza compuestos téxicos derivados del nitrdgeno como el
amoniaco, y solo los hepatocitos tienen las enzimas necesarias para a partir de dicho compuesto realizar
la sintesis de urea, no toxica y asi excretarlo sin producir dafio.

Metabolismo de hidratos de carbono: el higado es el principal responsable de la homeostasia de los
azucares. Cuando la concentracion de glucosa en sangre se incrementa, el higado remueve el exceso
de la misma por la via de la sintesis de glucégeno y lipogénesis, acumulando energia. Asi mismo cuan-
do se produce un descenso de glucosa en sangre, el higado la produce por la via de glucégenolisis y
gluconeogénesis.

El higado forma la bilis en los hepatocitos y la almacena en la vesicula biliar. La bilis es la principal
via de secrecion de la bilirrubina y colesterol. Por otra parte, la presencia de sales biliares permite la
digestion de las grasas asi como su adsorcién junto con las vitaminas liposolubles de los alimentos [2].

Dentro de las funciones vasculares, dado el gran tamano del higado le permite actuar como reservorio
de sangre del organismo ya que es capaz de almacenar el 10% del volumen total de sangre, administrando
asi el nivel de la volemia en situaciones de hiper o hipovolemia.

También cumple funciones inmunoldgicas, en este sentido, las células de Kupffer, que recubren los
sinusoides hepaticos fagocitan parasitos, virus, bacterias y macromoléculas (como inmunocomplejos y
endotoxinas bacterianas) por endocitosis mediada por receptores. Por lo tanto, estas células constituyen
una poderosa e importante barrera fagocitica para toxinas y microorganismos provenientes del intestino
[10]. También en el higado sano se encuentra un gran numero de células Natural Killer, en menor pro-
porcion células dendriticas, mastocitos y, en muy baja proporcién, granulocitos [Inmunologia celular y
molecular, Abbas A.K., Sexta edicion] Por otro lado, el higado sintetiza proteinas de fase aguda (como
proteina C reactiva), componentes del complemento y citoquinas, que forman parte del sistema inmune
innato. Asi mismo residen también linfocitos By T en el tejido hepatico, como componentes del sistema
inmune adaptativo [Inmunologia celular y molecular, Abbas A.K, Sexta edicion]

1.2. Fibrosis hepatica

Numerosos estudios dan cuenta de la gran capacidad del higado para regenerar su parénquima en
respuesta a distintos tipos de dano. De hecho es capaz de recuperar su tamafo normal tras pérdidas de
hasta un 70% del total de su parénquima [8].

Ante un dafio temporal seguido de inflamacién (como por ejemplo la hepatopatia por infeccién con
virus de la hepatitis B o C y la hepatopatia por ingesta excesiva de alcohol) se produce remodelacién de
la estructura hepatica, acumulacién de depdsitos de colageno y otras moléculas de la matriz extracelular
(MEC), producido por la necrosis de hepatocitos; en segunda instancia, este proceso es compensado por
mecanismos de fibrindlisis que degradan esta matriz [11, 12]. El proceso de fibrosis tiene como objeto
detener el dafo ante la agresion externa, sin embargo, si el agente causante persiste, la fibrogénesis
pasa a tener un rol deletéreo y causa la acumulacion de proteinas y distintos componentes de la MEC,
alterando la arquitectura tisular. Se reconoce en la actualidad que la fibrogénesis es el resultado de un
proceso activo de cicatrizacion continuo [8].

La evolucién de la fibrosis hepatica es por lo general un proceso lento y progresivo cuyas caracte-
risticas dependen de los factores que la causan, ya sea por factores genéticos, de comportamiento o
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del agente que ocasiond la injuria e inflamacion (Tabla 1). Los cambios en la microarquitectura hepética
mencionados gradualmente ocasionan una disfuncién general, resistencia intrahepética al flujo sanguineo,
hipertension portal, alteraciones en las funciones metabdlicas y apoptosis de hepatocitos, procesos que

pueden culminar en el estadio final que es la cirrosis hepatica [13-15] (Figura 3).

Figura 3: Progresion de un higado humano normal a un higado con fibrosis avanzada o cirrosis. Adaptado de Wallace, 2008 [5].

Tabla 1: Factores y causas; genéticas o moleculares y no genéticas que influyen en inicio y la progresion de la fibrosis hepatica;
adaptado de Moreno Sanchez, 2009 [8].

12

Etiologia

Factores Moleculares y

genéticos

Factores no genéticos

Hepatitis por VHC (virus

de la hepatitis C)

Angiotensinégeno

TGF-B1

TNF-a

Apolipoproteina E

Hidrolasa ep6xido miocrosomal
MCP-1

MCP-2

Factor de la coagulacion V

Edad

Sexo

Consumo de alcohol
Coinfeccion con VIH o
VHB

Trasplante hepatico
No respuesta al

tratamiento

Obesidad
Enfermedad Hepatica IL-10 Edad
alcohdlica IL-1B Sexo

Alcohol deshidrogenasa

Aldehido deshidrogenasa

Consumo de alcohol

Episodio de hepatitis

Citocromo P450 2E1 alcohdlica
TNF-a

NASH (esteatohepatitis Gen de la hemocromatosis Edad

no alcohdlica) hereditaria Obesidad

Angiotensinégeno
TGF-B1

Cirrosis biliar primaria

IL-1B
TNF-a
Apolipoproteina E
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1.2.1. Bases moleculares y celulares de la fibrosis: descripcion

Como ya se menciond anteriormente, la fibrosis hepatica implica el aumento en el depdsito de com-
ponentes de la MEC como colageno, elastina, glicoproteinas estructurales, proteoglicanos y acido hialu-
rénico. Inicialmente se acumula en las zonas perisinusoidales (espacios de Disse) extendiéndose luego
a las zonas pericentrales o periportales. Al continuo incremento de MEC se le suma una disminucion
en los procesos fisiologicos de degradacion de la misma y como consecuencia aumenta la dificultad del
paso de nutrientes y solutos vitales desde el sinusoide hasta el hepatocito, conduciendo la muerte de los
mismos (Figura 4).

Formacion de puentes
fibrosos

Necrosis Fibrosis

Figura 4: Desarrollo de fibrosis hepatica. Esquema secuencial de dafio en la regién pericentral. Necrosis de hepatocitos (violeta),
depdsitos en la MEC que forman una cicatriz y formacion de septos o puentes fibrosos. Adaptado de Atlas de cirrosis y cancer
hepatico, fasciculo 3, Bristol&Myers Squib.

La necrosis de los hepatocitos induce el reclutamiento de células inflamatorias, otro evento importante
en el desarrollo de la fibrosis. Este proceso inflamatorio también ocasiona remodelacion tisular y distorsion
en la microarquitectrura hepatica.

En condiciones fisiologicas las CEH que se encuentran en forma quiescente. Se encargan de la re-
gulacién y el recambio de la MEC, de almacenamiento de vitamina Ay de secretar citoquinas y factores
de crecimiento que contribuyen a la homeostasis de la MEC. Pero en situacion de injuria existen factores
que activan a las CEH y las mismas adquieren un fenotipo de miofibroblasto caracterizado por tener una
elevada capacidad proliferativa, sintética y contractil. Por lo que se considera que juegan un rol funda-
mental en el desarrollo de la fibrosis hepatica [16, 17] (Figura 5).

A B

Deterioro de los Fibrosis

hepatocitos

Figura 5: Cambios en el espacio extrasinusoidal durante la fibrosis. A) microarquitectura normal con la presencia de CEH
quiescentes (azul). B) en fibrosis hepatica se observa acumulacion de la MEC en el espacio de Disse y modificacién de las CEH
activadas. Adaptado de Friedman, 2003 [18].
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Las CEH se caracterizan por expresar proteinas del citoesqueleto como la alfa actina de musculo liso
(a-SMA) y filamentos intermedios de colageno de clase lll. Como ya se describié anteriormente, las CEH
se encargan de sintetizar las proteinas de la MEC en el higado; su rol en el proceso de fibrogenesis es
fundamental porque al pasar de un fenotipo quiescente a un fenotipo activado aumenta significativamente
la sintesis de colageno tipo | y 111 [19, 20]. En la fibrosis existe ademas de un cambio cuantitativo un cam-
bio cualitativo en la composicion de la MEC, que normalmente esta compuesta por colageno tipo |, llI, IV,
V, VIl y por componentes como glicoproteinas (por €j. fibronectina, laminina), proteoglicanos sulfatados
[21-23]. En cambio, durante el proceso de fibrogénesis la matriz aumenta de 3 a 5 veces y pasa a tener
una composicion mas densa, fundamentalmente por la presencia de colageno tipo | y lll; fendmeno que
se ve favorecido por la alteracion de la actividad de unas de las principales enzimas remodeladoras de
la MEC como lo son las metaloproteasas (MMP), encargadas de la degradacion de colageno y demas
componentes de la MEC. Se sabe que las CEH en un estado normal son las encargadas de sintetizar
MMP-2 y MMP-3 mientras que las células de Kupffer son las encargadas de sintetizar MMP-9. Tanto la
MMP-2, MMP-3 y MMP-9 son responsables de la degradacion de la matriz de baja densidad, mientras
que la MMP-1 se encarga de la degradacion de colageno y de matriz de alta densidad [24-26]. Cuando
las CEH se encuentran activadas aumentan la expresion de TIMP-1 y TIMP-2 que son inhibidores de las
MMPs, lo cual genera un desbalance en el grado de activacion de las MMPs con el consecuente cambio
en la composicion de la MEC y la acumulacién de colageno en el proceso de fibrosis [27, 28].

Por otra parte, numerosas citoquinas y factores de crecimiento son secretados por los diversos tipos
celulares presentes en el higado fibrético, regulando de esta manera el proceso fibrogénico. Mas aun,
dichos factores son capaces de alterar la respuesta inmune frente al dafio al modular a las distintas células
inflamatorias reclutadas durante la fibrogénesis. Por ejemplo, citoquinas quimioatractantes son capaces
de reclutar neutréfilos y monocitos, los cuales amplifican la inflamacién ocasionada por la lesion. Teniendo
en cuenta las causas y los estadios de la fibrosis, las citoquinas involucradas se describen en la tabla 2,
y los eventos se detallan en la figura 6y 7.

Grupo Mediador Efecto
Citoquinas MCP-1 Profibrogénico [29]
RANTES Profibrogénico [30]
IL-1 Profibrogénico [31]
IL-6 Profibrogénico [8]
IL-10 Antifibrogénico [32]
INF-y Antifibrogénico [33]
Factores de crecimiento TGF-B Profibrogénico [34]
PDGF Profibrogénico [35]
CTGF Profibrogénico [36]
VEGF Profibrogénico [37]
FGF1y2 Profibrogénico [38]
HGF Antifibrogénico [39]
IGF-1 Antifibrogénico [40]

Tabla 2: Efecto en la fibrosis de factores de crecimiento y citoquinas.

Como se indica en la Tabla 2 hay factores que favorecen el desarrollo de la fibrosis, como la angio-
génesis, que es a su vez modulada principalmente por moléculas como el VEGF. Distintos antecedentes
de la bibliografia muestran que existe una correlacion entre el incremento de la fibrosis y el incremento
de la angiogénesis [37]. Resulta fundamental la presencia de factores pro-angiogénicos como el VEGF,
que a su vez se sabe que distintos tipos celulares como las CD son capaces de secretarlo [41]. Otro
factor fundamental es TGF-f3, que en el proceso de inflamacién es secretado por hepatocitos dafiados,
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favoreciendo el entorno de inflamacion, reclutamiento de linfocitos T y estimulando la activacion de CEH
que a su vez, una vez activadas perpetuan la sintesis y secrecién de TGF-B [34].
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Figura 6: Mecanismos celulares involucrados en la fibrosis hepatica: diferentes noxas pueden causar injuria hepatica. La
liberacion de factores y citoquinas por parte de hepatocitos dafiados producen la activacion de las células de Kupffer y estimulan
el reclutamiento de linfocitos generando un microambiente que promueve la activacién de las CEH, estas a su vez producen

citoquinas que perpetuan su activacién y aumento de componentes de la MEC, lo que induce la muerte por necrosis y/o
apoptosis de hepatocitos, perpetuando la activacion de las CEH. Adaptado de Bataller et al 2005 [8].
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Figura 7: Esquema del proceso de fibrogénesis que muestra el progreso desde la injuria celular hasta la cirrosis hepatica,
principal causa de cancer primario de higado. Adaptado de Gressner et. al[42].

1.2.2. Fibrosis hepatica y sistema inmunolégico

Las funciones fisioldgicas que desarrolla el higado como remover antigenos y patégenos de la sangre,
sintesis de ciertas proteinas, participacion en procesos metabdlicos fundamentales para el organismo,
entre otros, requieren de una respuesta inmune que este adaptada a estas tareas y sea regulada local-
mente. Es por eso que los microorganismos patdgenos deben ser eliminados eficientemente mientras que
el gran numero de antigenos derivados del tracto gastrointestinal no deben generar respuesta inmune
por lo cual son tolerados [10].

Los hepatocitos que constituyen la mayor poblacién celular en el higado no interactuan directamente
con los leucocitos circulantes en sangre, las células endoteliales sinusoidales separan a los hepatocitos
de los leucocitos y células de Kupffer[18]. En el momento en el cual se desencadena un proceso que lleva
a la muerte de hepatocitos y a una injuria hepatica, se produce una ruptura en la homeostasis en la cual
las células endoteliales sinusoidales permiten el ingreso de células del sistema inmune para combatir el
dafio que ocasiond la inflamacion. El sistema inmune es capaz de resolver la inflamacion y eventualmente
recuperar la homeostasis del 6rgano. Sin embargo, si la injuria persiste al cronificarse se impide esta re-
paracion fisioldgica y la respuesta se vuelve patoldgica. En dicho caso la injuria produciria una inflamacion
inicial que no seria resuelta por las células del sistema inmune, esto llevaria a una mayor activacion de las
CEH que estarian constantemente sintetizando y depositando proteinas de la MEC en remplazo de los
hepatocitos muertos y todos estos factores combinados promueven una mayor atraccion de células del
sistema inmune, como macrofagos, que contribuirian a una inflamacion crénica y el proceso patolégico
de fibrosis hepéatica se puede desarrollar hasta convertirse en cirrosis [5]. Sin embargo, algunas células
del sistema inmune como las CD pueden estar contribuyendo positivamente a la resolucion de la fibrosis
hepatica, debido a la capacidad que tienen para: 1) regular el perfil de la respuesta inmune Il) Activar
células como las NK que actuen induciendo la muerte de las CEH activadas lll) secretar citoquinas que
resulten antifibroticas y VI) secretar proteinas que degraden la MEC acumulada [43].
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1.2.3. Modelos experimentales in vivo de fibrosis hepatica

En el estudio de la fibrosis hepatica los modelos animales son fundamentales para estudiar el progreso
de la enfermedad y los factores involucrados. También son Utiles para ensayar distintas drogas o terapias
antifibroticas. En estos modelos se pueden estudiar el papel que cumplen las células involucradas en la
fibrosis como las CEH, las células de Kupffer, las células endoteliales sinusoidales o como en los expe-
rimentos desarrollados en esta tesina, las células del sistema inmune tales como las células dendriticas.

Se usan ratones como modelo animal, por su homologia con el ser humano y la facilidad relativa para

tener ratones transgénicos y knockouts (Tabla 3).

Agente Modelo Mecanismo Hallazgos Caracterizacion
hepatotéxico animal principal de histolégicos de la fibrosis
(dosis dario asociados

standard)
CCly: 1ml/kg Rata, raton Peroxidacion Necrosis de Pericentral con
i.p. dos veces lipidica hepatocitos puentes centro-
por semana centrolobulillares centrales
durante 4 a
12 semanas
Tioacetamida: | Rata, ratdon Generacion de Necrosis de Pericentral con
200mg/kg i.p. especies de hepatocitos puentes centro-
tres veces por tioacetamida centrolobulillares | centrales
semana sulfoxido que
durante 8 a produce uniones
12 semanas no covalentes a

células

Ligadura del Rata, raton Acumulacién de Necrosis Periportal y
conducto acido biliar que periportal formacion de
colédoco: 2 a estimula puentes
3 semanas apoptosis y
luego de la disrupcion de la
intervencion membrana celular
quirdrgica

Tabla 3: modelos in vivo de fibrosis hepatica. Adaptado de Wallace, 2008.

El modelo empleado en esta tesina es el modelo de fibrosis inducido por administracién intraperitoneal
de tioacetamida (TAA). La TAA es un potente hepatotéxico que debe ser bioactivado por citocromo P450 o
sino por el sistema monoxigenasa conteniendo-flavina (FMO) que lo convierten en tioacetamida sulfoxido
capaz de generar necrosis centrolobulillar, generando cambios en la permeabilidad celular, incrementando
las concentraciones intracelulares de Ca2+ e inhibiendo la actividad mitocondrial [44, 45].
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1.2.4. Tratamiento de la fibrosis y cirrosis hepatica

En la actualidad no existen tratamientos establecidos para la fibrosis y la cirrosis hepatica. Por otra
parte, hasta hace algunos afos atras se pensaba que la fibrosis era irreversible y que llevaba irremedia-
blemente a cirrosis hepatica, pero estudios actuales demuestran que la fibrosis es un proceso reversible
en sus estadios tempranos y ante el cese del factor que causa la injuria. Actualmente el Unico tratamiento
para la fibrosis avanzada y la cirrosis es el trasplante hepatico, que no solo es un proceso costoso sino
que enfrenta una problematica limitante debido a la escasez de donantes. Por lo que resulta de mucha
importancia seguir trabajando en la investigacion de nuevas estrategias terapéuticas y nuevos tratamientos
que permitan detener la progresion de la cirrosis o contribuir a su resolucion.

1.3. Células dendriticas
1.3.1. Resena historica

Las células dendriticas (CD) fueron descriptas por primera vez por el cientifico aleman Paul Langer-
hans al haberlas observado en el tejido epitelial empleando una tincién con cloruro de oro, sin embargo
no fue capaz de explicar la funcion que cumplian estas células. Posteriormente fue propuesta la teoria
de la seleccion clonal que explicaba que los linfocitos solo respondian al estimulo de un antigeno si estos
son compatibles con sus receptores, sin embargo, no se lograba establecer una interaccién entre los
linfocitos y el antigeno si eran enfrentados in vitro [Langerhans, P afio 1868].

Aros mas tarde en 1973 el cientifico Ralph Steinman fue quien describié a las células dendriticas como
nexo entre los linfocitos y la presentacion antigénica; dicho descubrimiento modificaba el paradigma de
la época y por lo tanto no habia sido aceptado por la comunidad cientifica. Ante esta situacién, Steinman
continuo realizando sus investigaciones en CD y logro establecer el concepto de célula dendritica como
célula presentadora de antigeno y es por sus logros que hoy se lo considera a Steinman como el padre
de las células dendriticas y galardonado con el Premio Nobel en Fisiologia o Medicina en el 2011 [46].

1.3.2. Caracterizacion y funciones fisiolégicas

Las células presentadoras de antigenos (CPA) constituyen una poblacién celular especializada en la
captura antigénica, su exhibicion a los linfocitos y la trasmision de sefiales que estimulan su proliferacion
y diferenciacion. Cumplen una funcién de vinculo entre la respuesta inmune innata y la respuesta inmune
adaptativa y por lo tanto son consideradas como un componente de ambos sistemas, entre esta poblacion
de CPA se encuentran los macrofagos, linfocitos B y células dendriticas [47].

Las CPAtiene dos funciones importantes: la primera es el procesamiento antigénico, que es la captura
de un antigeno extrafio, por distintos mecanismos de endocitosis, el mismo al ser fagocitado en el interior
de la célula es degradado, similarmente antigenos enddégenos que son degradados a nivel lisosomal
luego ser procesados. La segunda funcion es la presentacién antigénica que se basa en la exhibicion
de los antigenos extrafios a linfocitos T mediante el complejo mayor de histocompatibilidad de tipo | y Il
(MHC 1I), siendo la expresion esta ultima molécula caracteriza e identifica a las CPA profesionales [48]

Entre las CPA se destacan las células dendriticas (CD) que cumplen un rol unico en la inmunidad de-
bido a la capacidad de modular la respuesta inmune. Estas células derivan de precursores situados en la
medula ésea, y que se diferencian o subdividen clasicamente en dos grupos de acuerdo con la expresion
de marcadores de superficie: a) las CD mieloides o “clasicas” expresan el marcador CD11c y marcadores
mieloides como CD11b, CD13 y CD33 y requieren GM-CSF para desarrollarse, proliferar, diferenciarse y
sobrevivir. Estas células pueden inducir la diferenciaciéon de los linfocitos T (LT) hacia células efectoras
T colaboradoras o helper (LTh1) que producen INF-y, b) las CD plasmocitoides, son CD11c’, expresan
el receptor de la cadena o de IL-3 (CD123) y requieren IL-3 para sobrevivir. Las CD plasmocitoides son
productoras de INF tipo | e inducen la respuesta T anti-viral [49]. Por otro lado existe otro subset de CD,
que expresan marcadores mieloides, siendo ademas CD8a* en ratones, productoras de IL-12, capaces
de inducir la respuesta inmune celular, con activacién de linfocitos T CD8*. Existen también CD especiales
que cumplen su funcién en el tejido epitelial; estas se conocen como células de Langerhans. [Inmunologia
celular y molecular sexta edicion, Abbas A.K, cap. 6, pag. 113 ].

Otra forma de clasificar a las CD se basa en su grado de maduracion: las células dendriticas inmaduras
(CDi) cuya funcion principal es la de registrar el entorno en el cual se encuentra y captar antigenos en los
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organos y tejidos periféricos, mediante fagocitosis. Y las células dendriticas maduras (CDm) cuya principal
funcién es la de presentar antigenos. Cuando la CDi reconoce un antigen o y lo captura, desencadena
un evento clave en la presentacién antigénica, la CDi procesa el antigeno en el interior para expresarlo
como péptido dentro del marco del CMH Il lo cual conlleva a que la CDi tenga que modificar su fenotipo
de célula inmadura con mayor capacidad fagocitica, a célula madura con capacidad estimuladora. En el
transcurso de este proceso, la CD migra a los tejidos linfoides secundarios como los ganglios linfaticos,
en esos tejidos se producira el encuentro con los linfocitos T CD4* y CD8*, y la presentacion antigénica
a los mismos [Inmunologia celular y molecular sexta edicion, Abbas A.K, cap. 6, pag. 113] (Figura 8).

Las CDi expresan en baja proporcion las molécula de MHC II, asi como moléculas de coestimulo:
CD80, CD86 y CD40, que intervienen en proceso de presentacién. A diferencia de las CDm que pierden
capacidad fagocitica, adquieren prolongaciones en la membrana para aumentar la superficie de contacto
y obtienen una mayor capacidad de presentacion ya que incrementan la expresion de MHC 11, y de CD40,
CD80, CD86. Ademas de los estimulos producidos por el encuentro con el antigeno, la maduracién de
las CD depende también de las citoquinas involucradas en el proceso inflamatorio, estas citoquinas y
factores determinan el fenotipo de la CDm que a su vez establece el tipo de respuesta inmune ya sea
Th1, Th2 o Treg [50].

Otra caracteristica correspondiente a las CDi es la expresion del receptor de CCL21 y CCL19 que
es el CCRY7, principal encargado de mediar la migracién de las CD a érganos linfoides secundarios [51].
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Figura 8: Esquema de funciones de las CD, detallando la diferencia entre CD maduras y CD inmaduras. Adaptado de
Kapsenberg 2003 [51].

Existen actualmente técnicas de cultivo in vitro, que permiten trabajar e investigar con las CD. Es po-
sible la obtencion de CD humanas extrayendo precursores derivados de sangre periférica o realizando
cultivos de medula ésea. En ratones solo se pueden obtener cultivando precursores derivados de medula
Osea, si bien es necesario contar con medios adecuados y citoquinas para estimular la diferenciacion a
CD. Como es el caso de GM-CSF para CD murinas o de GM-CSF e IL-4 en el caso de CD humanas. A
su vez, es posible trabajar con células de fenotipo madura, se puede estimular la maduracién tanto de CD
humanas como CD murinas, mediante el cultivo con distintos moléculas. LPS (lipopolisacarido bacteriano)
o poly I:C (polisacarido de tipo sintético), entre otros factores(Figura 9).
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Figura 9: Morfologia de CD murinas en cultivo. A) CD inmadura a dia 4 de cultivo. B) CD madura a dia 7 de cultivo. Adaptado de
Sato 2009.

1.3.3. Células dendriticas e higado: nuevas funciones

Actualmente esta bien establecido que la funcion por excelencia de las CD es la presentacion antigénica
a los LT. Sin embargo, también cumplen funciones en la activacion de otros tipos celulares como las NK.
En la fibrosis hepatica un evento importante en la resolucion es el recambio y eliminacion de CEH activa-
das, y se sabe que las células NK en parte se encargan de inducir la apoptosis de las mismas. Las CD en
el higado inflamado inducen la activacion de las NK e intervienen indirectamente en dicho proceso [52].

Otra importante funcion de las CD es la de regular el proceso inflamatorio dentro del higado, esto lo
logran debido a la secrecion de citoquinas que esta determinada por el fenotipo que estas células poseen.
Las CD son una potente fuente de citoquinas y quemocinas que resultan ser antifibroticas como (IL-10)
y a su vez inhiben la sintesis de otras citoquinas profibroticas (como IL-6) [8].

Recientemente se produjeron nuevos avances que llevaron a sugerir que las CD estan directamente
involucradas en la degradacion de la matriz extra celular debido son la principal fuente de MMP-9, entre
otras MMPs [53] (Figura 10).
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Figura 10: imagen ilustrativa de las células mieloides, entre ellas las CD, reclutadas producto de la inflamacién en la cicatriz
fibrosa y la accién que cumplen degradando la matriz extra celular acumulada. Adaptado de Duffield 2011 [54].
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2. Hipdtesis de trabajo

Distintos y recientes antecedentes cientificos indican que las células dendriticas cumplen un papel
fundamental en la resolucién de la fibrosis hepatica experimental ante el cese del estimulo fibrogénico.
Las células dendriticas, ya sea por las citoquinas que liberan como por la expresion de metaloproteasas,
podrian tener efectos también durante el proceso de fibrogénesis hepatica. Se sugeriria que de acuerdo
al fenotipo y estado de madurez de las mismas el efecto que ejercerian seria diferencial. La hipétesis de
este trabajo es que la inoculacion exdégena de CD podria modular la progresion de la fibrosis hepatica
inducida por administracion cronica de TAA. Mas aun, se espera encontrar que de acuerdo al estado ma-
durativo de las CD inoculadas tengan efectos anti o pro-fibrogenicos. Nos proponemos estudiar el efecto
que ejercen estas células inoculadas segun su estado de maduracioén en la fibrosis hepatica.

3. Objetivos
3.1. Objetivos generales

Conociendo la participacion que tienen las CD en la respuesta inmune a nivel hepatico y considerando
la falta de opciones terapéuticas en la cirrosis hepatica, se establece como objetivo de la presente tesina
estudiar el papel de las CD inoculadas exégenamente en la fibrosis hepatica experimental y analizar los
factores y parametros involucrados en el progreso de la enfermedad que puedan ser modificados por esta
terapia. Con el fin ultimo de establecer las pautas para su aplicacion como terapia celular en la fibrosis
hepatica.

3.2. Objetivos especificos

* Generar un modelo murino de fibrosis hepatica en estadio temprano, mediante la inoculacion de TAA
por via intraperitoneal.

* Generar una poblacion de células dendriticas partiendo de un cultivo primario de médula 6sea de
ratones; analizar el fenotipo de los distintos cultivos de CD inmaduras y maduras.

* Realizar la transferencia adoptiva de CD singénicas a ratones con fibrosis hepatica

» Caracterizar el efecto de la terapia con células dendriticas sobre la fibrosis hepatica.

» Establecer los posibles mecanismos o procesos biolégicos y celulares que se generan durante la
fibrosis hepatica y tras la administracion de las células dendriticas.

4. Materiales y métodos
4.1. Animales

Ratones de la cepa C57BL/6 de 6 a 8 semanas de vida y ratones C57BL/6 transgénicos que expre-
san la proteina verde de fluorescencia (GFP) fueron mantenidos en el bioterio de la facultad de Ciencias
Biomédicas de la Universidad Austral y fueron manipulados de acuerdo al comité de ética experimental,
a las normas de bioética del NIH y a las normas indicadas en la “Guide for Care and Use of Laboratory
Animals” (National Academy Press, Washington, D.C. 1996).

Los animales fueron alojados en jaulas de 15 individuos, sometidos a un ciclo de luz-oscuridad de 12
horas de duracién, a una temperatura y humedad constantes. Recibieron alimento balanceado y agua
ad libitum.

4.2. Modelo de fibrosis hepatica en ratén con tioacetamida (TAA)

La fibrosis hepatica fue inducida mediante la inyeccion intraperitoneal de TAA a una dosis de 0,2mg/g
de animal, tres veces por semana, durante 28 dias (4 semanas); a los 21 dias, se inocularon las CD (de-
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rivadas de medula 6sea y obtenidas mediante cultivo celular) via intravenosa, y a los 28 dias los ratones
fueron sacrificados y se tomaron muestras de sangre y de tejido hepatico.

TAA
0,2mg/g 500.000 células sacrificio de
3 veces / semana CDiy CDm los animales

dia 21 dia 28

Esquema de inoculacién de TAA y tratamiento realizado.

4.3. Cultivo de células dendriticas

El cultivo de células dendriticas se realizd en esterilidad y se siguio el siguiente protocolo: en primer
lugar se sacrificaron ratones C57BL/6 transgénicos para la proteina GFP, se extrajeron tibias y fémures
en solucidn fisioldgica. En condiciones de esterilidad se separaron los huesos del tejido muscular y de los
restos de grasa. Posteriormente, se cortaron las epifisis de cada hueso y con una jeringa se hizo pasar
medio RPMI para extraer la medula 6sea, se filtrd la suspension celular por mesh y se centrifugé (900 g
durante 5 minutos). Luego se realizo la lisis de los gldbulos rojos agregando 5ml de buffer ACK lisis durante
5 minutos y se centrifugd nuevamente (900 g). Las células se contaron y se sembraron (1x108 celulas/ml)
en medio RPMI, SFB 10% y GM-CSF. (20ng/ml, PeProtech) en placas p100. En el 3er dia se realizé el
cambio de medio descartando el sobrenadante del cultivo y agregando nuevo medio (medio ya descripto
anteriormente), los precursores de CD se encuentran creciendo adheridos a este momento del cultivo.

Al dia 5 se realiz6 un nuevo cambio de medio pero en esta ocasion se recolect6 el sobrenadante y
se centrifugo, ya que las CD se encuentran creciendo en suspension. Las mismas se resuspendieron en
medio y se cultivaron nuevamente hasta el dia 7. En el dia 7 se trataron con lipopolisacarido (LPS 8 ul/3
ml de cultivo, Sigma) con el fin de obtener el estimulo para madurar las CD. Al dia siguiente las células
se cosecharon y se utilizaron para tratamiento o caracterizacion fenotipica. Estas son denominadas CD
maduras (CDm); las CD consideradas como inmaduras (CDi) fueron aquellas que no recibieron trata-
miento de LPS.

4.4. Transferencia adoptiva de células dendriticas

Ala tercera semana de tratamiento con TAA los animales fueron inoculados por via intravenosa (vena
de la cola) con CD, obtenidas segun lo descripto anteriormente, suspendidas en solucion fisiolégica
(500.000 células en 100ul).

4.5. Patologia y cuantificacion de fibrosis

Las muestras de higado fijadas en formol 10% e incluidas en parafina. Posteriormente fueron cortados
en micrétomo con un espesor de 5 um y fueron utilizados para realizar las siguientes tinciones: tricrémico
de Masson, rojo Sirio y hematoxilina y eosina; inmunohistoquimica de a-actina de musculo liso, GFP y
tincién histoquimica para la deteccion de acido hialurénico. Los preparados histolégicos se observaron y
se analizaron con el objetivo de establecer el grado de fibrosis y se empleo el sistema de escala de Ishak
para la valoracién de la actividad necroinflamatéria y el grado de fibrosis (tabla 4) [55].

Cortes tefiidos con rojo Sirio e inmunohistoquimica para deteccion de a-SMA fueron semicuantificados
mediante medicién de area empleando el software Image J.
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Modificacion clasificacion
Sin fibrosis 0
Expansion fibrética de algunas areas portales, con o sin septos fibroticos 1
cortos.
Expansion fibrética de la mayoria de las areas portales, con o sin septos 2
fibréticos cortos.
Expansion fibrética de la mayoria de areas portales con puente porta- 3
porta (P-P) ocasionales.
Expansion fibrotica de areas portales con puentes marcados (P-P) y 4
porta-central (P-C).
Puentes marcados (P-P y/o P-C) con noédulos ocasionales (Cirrosis). 5
Cirrosis posible o definitiva. 6

Tabla 4: Score de Ishak para los estadios de fibrosis, clasificacion maxima posible: 6.

4.6. Tinciones histolégicas

Previo a realizar las distintas tinciones se procedi6 a desparifinizar el tejido en estufa a 60°C durante
20 minutos y dos pasajes de 10 minutos cada uno en xilol. Luego se hidratd el mismo en alcoholes de-
crecientes, realizando dos incubaciones de 1 minuto en alcohol 100%, dos incubaciones de 1 minuto en
alcohol 96%, dos incubaciones de 1 minuto en alcohol 70%, y dos incubaciones de 5 minutos en PBS.

Hematoxilina & eosina: luego de la hidratacion del tejido se incub6 el mismo 5 minutos en agua des-
tilada. Se incub6 con una solucién de hematoxilina por 40 segundos. Se lavé con agua corriente durante
3 minutos. Para deshidratar el tejido se realizaron pasajes en alcoholes crecientes, 70% y 96% durante
5 segundos. Se incubd con solucién de eosina durante 5 minutos. Se deshidraté en alcohol pasajes en
alcohol 70% y en alcohol 96% por unos 5 segundos, 2 pasajes de 30 segundos en alcohol 100% y 2
pasajes en xilol de 1 minuto y se monté con balsamo de Canada.

Rojo sirio: luego de la hidratacion del tejido se realizé una incubacion de 1 hora con el colorante rojo
sirio (rojo sirio 0,1 % m/v; Sigma Aldrich 365548 en acido picrico saturado). Se realizaron 2 lavados en
agua acidificada (acido acético glacial al 0,005% en agua destilada). Luego se deshidraté mediante tres
pasajes de 1 minuto en etanol 100%. Se aclaré en xilol y se montd con balsamo de Canada.

Tricromico de Masson: luego de la hidratacion del tejido se realizd una incubacién de 10 minutos con
hematoxilina férrica de Weigert (50% de hematoxilina alcohdlica y 50% de cloruro férrico) posteriormente
se realiz6 un lavado con agua corriente de 10 minutos, y luego una incubacién de 1 minuto en agua desti-
lada. Se incubd 15 minutos con fucsina acida y se realizé un lavado de 1 minuto en agua destilada. Para
la diferenciacion se realiz6é una incubacion de 15 minutos con acido fosfotungstico-fosfomolibdico (2,59
de acido fosfotungstico, 2,5g de acido fosfomolibdico en 100 ml de agua destilada). Posteriormente se
realiz6 una tincion de contraste con azul de anilina durante 15 minutos y se lavo con acido acético 1%.
Luego se deshidraté mediante tres pasajes de 1 minuto en etanol 100%. Se aclaré en xilol y se monté
con balsamo de Canada.

4.7. Inmunohistoquimica para a-SMA y GFP
Para estudiar la expresion de a-SMA en tejido hepatico luego del tratamiento y para analizar la pre-
sencia de células GFP en el mismo tejido se siguieron protocolos de inmunohistoquimica. Se procedio

a desparifinizar el tejido en estufa a 60°C durante 20 minutos y dos pasajes de 10 minutos cada uno en
xilol. Luego se hidratd el mismo en bateria de alcoholes decrecientes, realizando dos incubaciones de 1
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minuto en alcohol 100%, dos incubaciones de 1 minuto en alcohol 96%, dos incubaciones de 1 minuto
en alcohol 70%, y una incubacion de 2 minutos en agua destilada fria.

Para la recuperacion antigénica se incubaron los tejidos con buffer citrato pH 6,0; se calenté en mi-
croondas a la maxima potencia durante 4 minutos, y se dejo reposar 10 minutos, se repitié el procedi-
miento nuevamente pero calentando solo 2 minutos, y luego nuevamente se repitié pero en esta ocasion
se calenté 1 minuto, se dejo reposar 30 minutos. Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS de 5
minutos, y se procedio a bloquear la peroxidasa endégena, para lo cual se pasaron los tejidos por alcohol
70% durante 30 segundos y por alcohol 96% otros 30 segundos, luego se realizé una incubacién de 20
minutos con H,O, al 3% en alcohol 96%. Se hicieron 3 lavados en PBS de 5 minutos y luego se proce-
di6 al bloqueo de la biotina enddgena para lo cual se realizé una incubacion de 20 minutos en cadmara
humeda con avidina (Blocking Kit-Vector Laboratories). Nuevamente se realizaron 3 lavados en PBS de
5 minutos y se bloqueo la avidina endégena con una incubacion de 20 minutos con biotina (Blocking
Kit-Vector Laboratories). Se lavaron 3 veces de 5 minutos con PBS y se bloquearon las proteinas con
BSA 1% en PBS con una incubacion de 30 minutos en camara humeda a temperatura ambiente. Para la
marcacion se realiz6 una incubacion durante toda la noche a 4°C con anticuerpo primario: anti a-SMA de
raton producido en conejo (Abcam) en una dilucion 1/100 en 0,2% BSA0,1% tritén en PBS (para a-SMA).
Anti-GFP producido en conejo (Molecular Probes, Invitrogen) con una dilucion 1/400 en 0,2%BSA en PBS
(para GFP). Luego se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS y luego se realizé una incubacion de
1 hora a temperatura ambiente con anticuerpo secundario biotinilado anti-ratéon o conejo (dilucion 1/100
en 0,2%BSA en PBS, Vector Laboratories), segun corresponda.

Posteriormente se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS y se incubaron durante 1 hora las mues-
tras con AB (avidina-peroxidasa, ambos en una dilucién 1/100 en 0,25% BSA en PBS). Luego se hicieron
2 lavados en PBS de 5 minutos y 2 lavados con acetato de sodio 0,1M de 5 minutos.

Para revelar se realizd una incubacion de 1 minuto y 30 segundos con solucién de DAB (diamino-
bencidina) y sulfato de amonio-niquel y luego del periodo de tiempo la reaccion se detuvo con acetato
de sodio 0,1M. Luego se realizaron 2 lavados con acetato de sodio 0,1M de 5 minutos y 2 lavados con
PBS de 5 minutos. Luego se deshidraté con 2 pasajes en alcohol 70% de 1 minuto cada uno, 2 pasajes
en alcohol 96% de 1 minuto cada uno, 2 pasajes en alcohol 100% de 1 minuto cada uno y 2 pasajes en
xilol de 1 minuto, se realiz6 el montaje en balsamo de Canada.

4.8. Tincién histoquimica para la deteccién de acido hialurénico

Se analizé el nivel de expresion de acido hialurdnico en tejido hepéatico mediante histoquimica utilizando
una proteina de unién a acido hialurénico biotinilada (bHABP, Calbiochem). Se procedié a desparafinizar
el tejido en una estufa a 60°C durante 20 minutos, luego se realizaron 2 pasajes de 5 minutos en xilol y
posteriormente se deshidraté mediante 2 pasajes de 1 minuto en alcohol 100%, alcohol 96% y alcohol 70%
respectivamente. Luego se realizaron 2 lavados de 5 minutos en PBS y para el bloqueo de la peroxidasa
enddgena se volvio a deshidratar con 1 pasaje en alcohol 70% y un pasaje en alcohol 96%, ambos de
30 segundos, luego se realizo una incubacion con H,0, 3% en etanol durante 30 minutos a temperatura
ambiente y luego se finalizo la hidratacion mediante 1 pasaje de 30 segundos en alcohol 96%, un pasaje
de 1 minuto en alcohol 70% y 2 lavados en PBS de 5 minutos.

A continuacion se bloqued la biotina enddgena para lo cual se realizd una incubacion de 20 minutos
en camara humeda con avidina (Blocking Kit-Vector Laboratories). Nuevamente se realizaron 3 lavados
en PBS de 5 minutos y se bloqueo la avidina enddégena con una incubacion de 20 minutos con biotina
(Blocking Kit-Vector Laboratories). Se lavaron 3 veces de 5 minutos con PBS y se bloquearon las protei-
nas con BSA 1% en PBS con una incubacién de 30 minutos en camara humeda a temperatura ambiente.

Para la marcacion de acido hialurénico se incubé con bHABP 5 ug/ml en PBS-BSA 0,5% durante toda
la noche a 4°C. Luego se realizaron 3 lavados en PBS de 5 minutos y se revel6 incubando las muestras
de higado durante 30 minutos a temperatura ambiente con un conjugado enzimatico avidina-peroxidasa
diluida 1/100 en PBS, nuevamente se realizaron 3 lavados de 5 minutos en PBS y se realizaron 2 lavados
de 5 minutos en acetato de sodio 0,1 M. El revelado final se realizé con una incubacién de 5 a 15 minutos
en una solucion con diaminobencidina 0,1% en agua destilada, sulfato de amonio-niquel 5%, CINH, 0,08%
y glucosa 0,4% en acetato de amonio 0,2 M, finalmente se realizaron 2 lavados en acetato de sodio, y
luego se deshidraté mediante pasajes de 30 segundos en alcohol 70%, alcohol 96%, 100% vy xilol, y se
montaron en balsamo de Canada.
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4.9. Medicién de citoquinas en suero mediante ELISA

Se realiz6 el ensayo de ELISA en muestras de suero de animales tratados. Los procedimientos de
medicidn se realizaron de acuerdo a las especificaciones del fabricante: IL-6 (Quantikine ELISA Kit,R&D
Sytems), VEGF (DuoSet ELISA mouse VEGF, R&D Systems), IL-10 (BD OptEIA Set Mouse IL-10).

Como protocolo general se incubd el anticuerpo de captura en cada well durante toda la noche a 4°C.
Al dia siguiente se bloque6 durante 1 hora a temperatura ambiente con buffer diluyente del ensayo, luego
se incubaron las muestras durante 2 horas a temperatura ambiente.

Se realizaron lavados y se agrego el anticuerpo de deteccion correspondiente durante 1 hora a tem-
peratura ambiente y posteriormente se realizé la incubacidn con solucion sustrato durante 30 minutos
en oscuridad y a temperatura ambiente. Y finalmente se leen las absorbancias en el espectrofotometro.

4.10. Analisis fenotipico de células dendriticas por citometria de flujo

Con el propésito de determinar el fenotipo de las células empleadas en todos los experimentos, como
asi mismo el grado de madurez de las CD, se realizaron andlisis por citometria de flujo.

Se utilizaron 2 x 10° células que se lavaron dos veces con buffer FACS (BSA1% en PBS). Para bloquear
los receptores Fc y evitar union inespecifica, se incubaron con suero fetal bovino (SBF) 5% en buffer
FACS durante 30 minutos. Nuevamente se lavaron dos veces con buffer FACS y se incubaron durante
45 minutos, a 4°C en oscuridad con la mezcla de anticuerpos indicada (tabla 5), ademas se emplearon
los controles de autofluorescencia correspondientes (células sin marcacion).

Posteriormente se lavaron 2 veces con buffer FACS y se fijaron en una solucion de paraformaldehido
1% en PBS. La lectura se realizé en citémetro de flujo (FACScalibur, Beckton Dickinson Immunocytometric
Systems, San Jose, CA, USA). Los datos fueron procesados y analizados empleando el software WinMDI
(The Scripps Researhc Institute, La Jolla, CA).

Combinacion 1 | CD11c—PE | CD40-FITC | CD86 — APC

Combinacion 2 | CD11c—PE | CMHII - FITC | CD80 — APC

Tabla 5: Combinacion de anticuerpos (BD, PharMigen) utilizados en el analisis de citometria.

4.11. Analisis estadistico

Los intervalos de confianza (IC) de 95% se determinaron a través del calculo de los valores promedio
aritméticos y la varianza. Para evaluar si la diferencia entre los valores obtenidos con los distintos trata-
mientos fueron significativas, se utilizaron los siguientes test segun correspondiera: el test de Student (T-
test, Mann-Whitney) en el caso de comparaciones entre dos grupos y el analisis de la varianza (ANOVA)
fue utilizado para evaluar las diferencias entre valores de mas de dos grupos experimentales. Se utilizo
el software Prism (Graph Pad, San Diego, CA, USA) y se considero un p<0,005 como estadisticamente
significativo.
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5. Resultados
5.1. Caracterizacion del fenotipo de las células dendriticas empleadas en la terapia adoptiva

Con el fin de determinar el fenotipo y grado de madurez de las CD empleadas para realizar la transfe-
rencia adoptiva a los animales tratados con TAA, se realizaron analisis por citometria de flujo, de moléculas
que distinguen a estas células como CD11c y CMH Il, y moléculas de co-estimulacion: CD80 y CD86
(Figura 11, se realizaron controles de autofluorescencia e isotipo correspondientes).

En el analisis realizado se seleccionaron del total de células en suspension las poblaciones que por
los parametros de tamano celular y granulosidad son correspondientes a las CD. En el cultivo las células
sin estimulacion con LPS, y a las que llamamos CDi el porcentaje de células CD11c* fue de 59,2%, mien-
tras que en el cultivo de CD que recibieron estimulacion con LPS (CDm) para inducir su maduracion, se
encontro un 71,0% de células CD11c* (Figura 11 A).

Para conocer el grado de madurez que presentan las CD en ambos cultivos se analiz6 la sub-poblacién
de CD11c* en cada caso y se analizaron las distintas moléculas: CMH I, CD86 y CD80. En el cultivo de
CDi el porcentaje de expresion de CD CMH II* es de 38,9% mientras que en el cultivo de CDm la canti-
dad de CD CMH II* es de 53,0% (figura 10 B). Resultados similares se observaron con marcadores de
moléculas coestimuladoras, en el cultivo de CDi la cantidad de células CD86* es de 17,4% y de CD80*
es de 5,9% mientras que en el cultivo de CDm la cantidad de células CD86* es de 32,9% y de CD80" es
de 40,9% (figura 11 C y D).

El analisis de doble marcacién se estudiaron en diagramas de densidad las CD, seleccionadas con el
marcador CD11c* y que expresaban ambos marcadores tanto CMH Il como CD 80. Se observé que el
porcentaje de las células CMH II* CD80* (doble positivo) en el cultivo de CDi es de 25,5%, mientras que
en el cultivo de CDm las células CMH |I* CD80* (doble positivo) es de 47,6% (figura 12).
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Figura 11: Analisis por citometria de flujo del cultivo de CD.

A) histograma de expresion de CD11c en CD inmaduras (rojo) y CD maduras (linea negra).

B) histograma de expresion de CMH Il en CD inmaduras (verde) y CD maduras (linea negra).
C) histograma de expresion de CD86 en CD inmaduras (azul) y CD maduras (linea negra).
D) histograma de expresién de CD80 en CD inmaduras (amarillo) y CD maduras (linea negra).
Resultados representativos de cuatro experimentos independientes.
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Figura 12: Andlisis por citometria de flujo del cultivo de CD
A) diagrama de densidad del cultivo de CDi. B) diagrama de densidad del cultivo de CDm.
Resultados representativos de cuatro experimentos independientes.

5.2. Localizacion de las CD inoculadas exdgenamente.

Para estudiar la migracion de las CD una vez inoculadas por via intravenosa y determinar que los
efectos ocasionados en los distintos tratamientos sean debido a la presencia de las CD en el higado, se
analizé mediante inmunohistoquimica con un anticuerpo anti-GFP la localizacion de las CD en tejido hepa-
tico fibrético dado que las CD inoculadas fueron obtenidas de animales transgénicos que expresan GFP.

En los animales control de tratamiento que no fueron inoculados con células y solo se les inyecto so-
lucion fisioldgica, no se detectd sefal para GFP, mientras que en los tratamientos se detect6 presencia
de las CD inoculadas, dado que se detectd expresion de la proteina GFP. Se pudo observar incluso un
mayor nivel de CDi que de CDm (figura 13). Para establecer diferencias estadisticamente significativas
en el numero de células que llegan al higado se requiere de analisis densitométrico, los cuales estan
siendo analizadas.

10x

20x

Control CDm CDi

Figura 13: Inmunohistoquimica y deteccién CD-GFP administradas por via intravenosa. en el higado. Microfotografia de
secciones de higados de ratones C57 tratados con TAA; magnificacion 10x (superior) y 20x (inferior).
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5.3. Analisis histologico

Mediante técnicas histolégicas se evaluaron cambios en el tejido hepatico en respuesta a los distintos
tratamientos con CD. Empleando tincion de hematoxilina & eosina se observo en el grupo control un ma-
yor dano en el parénquima hepatico con respecto a ambos tratamientos. También se observé una mayor
cantidad de hepatocitos con morfologia compatible con apoptosis y de células muertas (areas claras de
necrosis). Con respecto a la comparacion ente ambos tratamientos, DCm o CDi, no se puede apreciar
una diferencia significativa, pero se observa menor grado de injuria respecto al control, se observé mayor
dafo hepatico y hepatocitos muertos en el grupo control y presencia de un mayor infiltrado inflamatorio.
El tratamiento con CDm muestra una leve mejora cualitativa con respecto a los aspectos mencionados
que el tratamiento con CDi. (figura 14). Para analizar los cambios sobre el tejido conectivo fibrotico (apa-
ricion de depdsitos de colageno) se realizé tincion tricromico de Masson. Mediante esta tincion se pudo
observar una gran cantidad de colageno acumulado en zonas pericentrales en el grupo control que no
se detecta en ambos tratamientos. (Figura 15)

Control

CDm

CDi

Sano

Figura 14: Tincién de hematoxilina & eosina en secciones de higado tratados con TAA (control), DCm y DCi respectivamente.
Animales sanos, sin tratamiento alguno, como control. A 10x (izquierda) y 20x (derecha).
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Control

CDi

Sano

Figura 15: Tincion de tricromico de Masson en secciones de higado. 10x (izquierda) y 20x (derecha). Las fibras de colageno se

visualizan en color azul, con un mayor depdsito en animales control que en ambos tratamientos. Se observa también un mayor
infiltrado inflamatorio.

5.4. Efecto terapéutico de las CD sobre la fibrosis

Con el fin de evaluar el estado de la fibrosis en los distintos tratamientos, se evalué el grado de fibrosis
en cada grupo experimental mediante tincion histoldgica con rojo sirio, que colorea las fibras de colageno,
fundamentalmente de tipo | y tipo Il (colageno fibrilar). Mediante analisis morfométrico se cuantifico area
total de colageno estableciendo asi con mayor precision y objetividad el nivel de desarrollo de la fibrosis.
En el control de tratamiento al cual solo se le administré solucion fisiolégica intravenosa, se observo dafio
hepatico, expansion fibrética en la mayoria de las areas portales con puentes marcados, lo cual le da un
valor de 3-4 en la escala de fibrosis del score de Ishak.

Cuando los animales fueron tratados tanto con CD maduras (CDm) como de CD inmaduras (CDi) se
observo una reduccion de la magnitud del dafo hepatico, disminucion de los depdsitos de colageno, expan-
sion fibrética de algunas areas portales con o sin septos fibroticos cortos, lo que da una estratificacion de
1 en la escala de Ishak (Figura 16 A). Lo que indica que dichos tratamientos reduce los niveles de fibrosis.
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El resultado que se observd mediante la semicuantificacion del area de colageno se correlaciona con el
estado de fibrosis. El area de colageno se redujo significativamente en el grupo tratado con CDi respecto
al grupo no tratado, ademas se observa una mayor reduccién en el grupo tratado con CDm respecto del
grupo control (Figura 16 B).

Control

CDm

CDi

Sano

Figura 16: Efecto antifibrotico del tratamiento con CD. A) microfotografia de secciones de higado tefiidos con rojo sirio; los
depésitos de colageno se observan en rojo; magnificacion 10x.
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Figura 16: Efecto antifibrético del tratamiento con CD. B) cuantificacion del area positiva de colageno.

5.5. Expresién de a-actina de musculo liso (a-SMA) en tejido hepatico

Como se menciond previamente, el proceso de activaciéon de CEH es fundamental en la fibrogénesis
hepatica. Un evento correlacionado con dicho proceso es la expresion de a-SMA, proteina expresada en
CEH activadas con fenotipo de miofibroblasto. Se analizé la expresion de a-SMA por inmunohistoquimica
y se observd una disminucién en el area total de a-SMA en ambos tratamientos tanto con CDm como
con CDi en respecto al control cuando se analizé el resultado densitométricamente. (Figura 17 A, B). La
diferencia no resultd estadisticamente significativa, pero si se aprecia una tendencia clara de disminucion
de la expresién de a-SMA que podria correlacionarse con la disminucién de CEH activadas. (Figura 17 B).
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Figura 17: La administracion de CD muestra disminucion en el numero de CEH activadas A) Microfotografia de secciones
representativas de higado de ratones C57 tratados con TAA. Inmunohistoquimica para a-SMA se muestra tincion positiva las
areas en negro. Magnificacion 10x. B) Cuantificacion morfométrica del area con tincién positiva.

5.6. Expresion de acido hialurénico en tejido hepatico

El acido hialurénico (AH) es un polimero de la familia de los glucosaminoglicanos (GAG) que se en-
cuentra presente basalmente en la MEC, cumple funciones estructurales y es capaz de modificar el com-
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portamiento celular al unirse a receptores especificos [56]. Pero ante un evento de injuria, se incrementan
los depdsitos de acido hialurénico aumenta y su aumento se encuentra relacionado con el proceso de
fibrosis. Con el fin de detectar la expresion de esta molécula se analizé tincion histoquimica, usando una
proteina de unién especifica para AH. Como resultado, se observo una reduccion de acido hialurénico en
los higados de los animales tratados con CD, mientras que en los animales del grupo control se observé
mayor marcacion de AH, fundamentalmente en las zonas perivasculares (Figura 18).

-

Control CDm CDi

Figura 18: la administracién de CD disminuye los depositos de AH. Microfotografias representativas de secciones de higado de
ratones C57 tratados con TAA; histoquimica par AH con proteina de unién. Se observa tincién en zonas de depdsitos de AH .
Magnificacion 10x.

5.7. Medicidén de citoquinas involucradas en la fibrosis hepatica

Dado que los resultados obtenidos indican que el tratamiento con CD se asocia a una disminucion en
el grado de la fibrosis, decidimos estudiar algunas de las citoquinas involucradas en el proceso fibrogénico
hepéatico y que podrian estar siendo liberadas por CD y de esta manera ejercer su efecto anti-fibrético
en este modelo.

Se estudio por ELISA la concentracion de IL-10 (dado el papel que cumple como citoquina anti-
fibrogenica) a nivel sistémico en suero de animales tratados con las CD. Los niveles de esta citoquinas
fueron indetectables en todo los casos por el método utilizado (datos no mostrados).

Considerando el papel que tienen las CD en procesos como angiogénesis (Blois S., Piccioni F. y co-
laboradores, enviado para su publicacion, 2013) se decidié medir (también por la técnica de ELISA) los
niveles sistémicos de VEGEF, el cual a su vez contribuye a la progresion de la fibrosis. Los resultados no
arrojaron ninguna diferencia significativa entre animales tratados o no con CD, lo cual indicaria que estas
células inoculadas exdégenamente no afectan la produccién de VEGF sistémico, debiendo considerar el
analisis a nivel local para siguientes estudios (Figura 19).

VEGF

=

VEGF (pg/ml})

Control DCi DCm

Figura 19: Grafico de cuantificacion por ELISA de la concentracion de VEGEF (pg/ml).
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IL-6 es una citoquina involucrada en el proceso de fibrogénesis y es secretada, entre otras células,
por las CEH activadas; se ha observado que la IL-6 es un indicador del nivel de inflamacién y, a su vez,
contribuye a mantener el nivel de fibrosis [8]. Utilizando la técnica de ELISA se midi6 la concentraciéon de
IL-6 en suero y los resultados mostraron que en ambos tratamientos el nivel de esta citoquina se reduce
a niveles indetectables mientras que en el grupo de animales control se encuentra elevada con respecto
a los tratamientos (Figura 20).
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Figura 20: Grafico de cuantificacion por ELISA de la concentracion de IL-6 (pg/ml), en ambos tratamientos con CD; IL-6 es
indetectable.
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6. Discusion

Este trabajo se enfocé en el estudio del papel que cumplen las CD en la modulacién del proceso de
fibrosis hepatica. Nos propusimos investigar los efectos de la terapia celular adoptiva de CD en distintos
grados de maduracion.

Trabajos previos como el de Jiao y colaboradores [53] demostraron que deplecionando las CD en un
modelo murino luego del cese del estimulo fibrogénico, aumenta el grado de fibrosis. A su vez, en otros
modelos experimentales se demostré que empleando moléculas que estimulan la proliferacion in vivo de
las CD (FIt3-l), es posible aumentar la resolucién de la fibrosis. Jiao y colaboradores analizaron los fac-
tores que estan involucrados tanto en el proceso de resolucion de la fibrosis como el papel que podrian
tener las CD en ese modelo animal, concluyendo que el factor crucial en este proceso son las MMPs
secretadas por las CD, que disminuyen el grado de fibrosis al degradar el colageno y las proteinas de la
MEC acumulada en el parénquima hepatico [57].

Tomando como base dichos antecedentes, se propuso analizar si la inoculacién exdgena de CD
ejercia alguna diferencia en la magnitud de la progresion de la fibrosis hepatica en estadios tempranos,
es decir durante la induccion de la injuria hepatica. Ademas se ha comparado el efecto que producen
las CD tanto inmaduras como maduras. Entendimos que estudiar esta diferencia era importante debido
a que las CDm tienen la capacidad de secretar citoquinas y factores que resulten antifibrogénicos, asi
como también incrementar la degradacién de colageno acumulado y aumentar la apoptosis de las CEH
activadas [53]. Con este fin se us6 un protocolo para generar CD partiendo de medula 6sea de raton [58],
estimulando este cultivo con GM-CSF y pulsando con LPS las CD se obtuvieron CDm. Para generar CDi
no se empled LPS en el cultivo. Se evaluaron los fenotipos de los distintos cultivos mediante citometria
de flujo el porcentaje de CD empleando el marcador CD11c y los distintos marcadores de maduracion
como CD80, CD86 y CMH Il. En cuanto al porcentaje de células CD11c* se vio que el cultivo de CDi
tenia 59,2% que en principio es un porcentaje dentro de los parametros esperados; en cuanto al cultivo
de CDm se observo un porcentaje mayor al 70-90%.

Dentro de la poblacién de células CD11c* (ya caracterizadas como CD) se analizaron los marcadores
de maduracién; los resultados mostraron que una mayor cantidad de células en el cultivo de CDm expre-
saban los marcadores CMH I, CD86 y CD80 en comparacion con el cultivo de CDi, a su vez analizando
por diagrama de densidad la doble marcacion de CD80 y CMH Il se observé que en ambos cultivos se
diferencian dos subpoblaciones una que resultaron negativas para ambos marcadores y la otra que
resulto positiva, la conclusién de estos datos es que en el caso de las CDm las células doble positivo
son células que expresan a la vez dos marcadores de maduracién por lo tanto se confirma el fenotipo
esperado, mientras que en el caso de las CDi la poblaciéon mas importante es la de células doble negativo
que confirma el fenotipo de células dendriticas inmaduras.

Posteriormente se propuso estudiar en el modelo la localizacién de las células inoculadas via intrave-
nosa a ratones C57 tratados previamente con TAA para desarrollar fibrosis.

Como se explico previamente las células inoculadas expresaban constitutivamente GFP ya que fueron
obtenidas de ratones transgénicos que expresan dicha proteina, esto permitié mediante una inmunohisto-
quimica para GFP detectar dichas células en el higado, cualitativamente se observé una mayor cantidad
de células en los ratones tratados con CDi que los tratados con CDm, la presencia de estas células en
el higado confirman que los resultados obtenidos como consecuencia de este tratamiento son debido a
las células inoculadas ya que no se observé marcacion positiva en los controles de solucion fisioldgica.
Ademas se puede concluir que a pesar de observarse mayor numero de CDi en el higado, esto no mejora
la capacidad antifibrotica de las células inoculadas, por lo contrario parecen presentar menor accion. Si
bien no fue estudiado en este trabajo se piensa que las CDm migraron en mayor cantidad al bazo con
respecto a las CDi por estar estimuladas y cumplir su funcién en dicho érgano [59].

Con respecto al tratamiento y a la terapia adoptiva utilizada se observaron importantes cambios posi-
tivos en cuanto a la morfologia y microarquitectura hepatica en ambos grupos experimentales, es decir
tratados con CD, y una significativa y marcada reduccion de los depdsitos de colageno en el grupo tratado
con CDm, esto confirma la hipétesis planteada. También se observd una reduccién en la expresion de
la proteina a-SMA que se correlaciona con la activacion de células hepaticas estrelladas, este resultado
indica que las CD en ambos tratamientos tienen incidencia en el comportamiento de CEH activadas.

Los resultados del analisis de acido hialurénico realizados con el objetivo de detectar depdsitos de
esta molécula [18] demostraron que existe una relacién en el proceso de retardo de fibrosis mediada por
las CD y la degradacion del acido hialurénico acumulado previamente en el proceso fibrogénico, esto
a la vez se correlaciona con la disminucién de colageno y de CEH activadas previamente mencionada.
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Debido a la naturaleza de las CD para organizar la respuesta inmunoldgica dentro del higado y de
secretar distintos factores y citoquinas que modulan tanto la inflamacién hepatica como la tolerancia in-
munoldgica en este 6érgano, estas podrian ejercer su accion anti-fibréticos, por los propias citoquinas que
liberan o por interactuar con células del entorno modulando la expresion de ciertos factores que resultan
moduladores de la fibrosis hepatica; es por eso que se estudiaron las concentraciones de citoquinas tales
como IL-6 o IL-10 [8, 32]. Observamos la disminucion de la concentracion de IL-6 en suero de ambos
grupos experimentales, lo que se podria concluir que las CD exdgenas de algun modo interviene para
disminuir la sintesis de esta citoquina. Respecto a la IL-10 al resultar indetectable por el método utilizado
no se puede concluir que las CD estén modificando el perfil de secrecién de esta citoquina.

Al igual que las citoquinas previamente mencionadas, resultaba crucial investigar el perfil citoquinas
pro-angiogénicas como el VEGF y considerando ademds trabajos recientes que indican que las CD
son capaces de intervenir en ciertos procesos angiogénicos (datos a publicar Blois S, Piccioni F et. al.
Hepatology 2013). Como resultado no se observé diferencia en la concentracién de VEGF sérica de
los animales tratados, por lo que se puede sugerir que en el estadio de la fibrosis del modelo donde se
hicieron los analisis las CD no intervienen directamente modificando concentracion de VEGF, aunque mas
estudios serian necesarios para concluir si estas células intervienen o no en el proceso de angiogénesis
en la fibrosis hepatica.
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7. Conclusiones

» Las células dendriticas obtenidas de medula ésea de ratdon poseen el fenotipo esperado y el grado de
maduracion de las CDm, observado mediante la expresion de moléculas coestimuladoras y marcadores
de maduracion se encuentra dentro de lo esperado.

» Las células dendriticas inoculadas por via intravenosa son capaces de migrar al higado y ejercer
efectos locorregionales.

» La transferencia adoptiva de células dendriticas a ratones con fibrosis avanzada, modelo de TAA, es
capaz de disminuir el grado de fibrosis hepatica.

» Las CD maduras tienen mayor efectos inhibidor de la fibrosis que las CD inmaduras.

* Igualmente CD maduras como las inmaduras administradas por via sistémica reducen la expresion
de a-SMA, lo que podria correlacionarse con un menor numero de CEH activadas.

* La administracion de CD genera cambios en el microambiente inflamatorio, dado que se observaron
cambios en los niveles sistémicos de IL-6, los mismos se encuentran reducidos.

* El empleo de CD maduras podria considerarse como una herramienta terapéutica promisoria para
inhibir la fibrogénesis hepatica.
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