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RESUMEN

En la actualidad, los nifios que padecen insufi-
ciencia hepatica podrian beneficiarse de un mé-
todo no convencional de reemplazo funcional,
alternativo al trasplante hepatico. El deterioro y
muerte delos pacientes enlista de espera, impul-
san la biisqueda de alternativas en el &mbito del
trasplante. El trasplante de células hepaticas se
ha constituido en un potencial recurso cuya va-
lidacién como alternativa o puente al trasplante
hepatico seguramente resultaria en una sustan-
cial mejoria tanto en la calidad de vida como en
la supervivencia de los pacientes. En la presente
revisién nos proponemos describir el estado del
arte en trasplante de hepatocitos en pediatria.
Palabras clave: hepatocitos, trasplante, enfermeda-
des metabélicas, higado.

ABSTRACT

To date, children who suffer from a certain type
of illness such as hepatic failure, could benefit
with anon conventional functional replacement
as an alternative to liver transplantation. Dete-
rioration and death of patients on waiting list
encourage the search for alternatives methods
within transplantation.

Liver cell transplantation has become a potential
alternative treatment whose validation as an al-
ternative or as a bridge until the donor appears,
will probably contribute to improve the quality
of life and survival of the patients. The aim of
this review is to describe the state of the art of
hepatocyte transplantation in pediatric patients.
Key words: hepatocyte, transplantation, metaboli-
cal diseases, liver.

INTRODUCCION

El trasplante hepatico constituye
actualmente un tratamiento de valor
comprobado para las enfermedades
hepaticas terminales agudas y créni-
cas y para todas aquellas refractarias
a otros tratamientos.!

Existen al menos tres situaciones
en las cuales los pacientes que sufren
de insuficiencia hepética se beneficia-
rian de un método no convencional
de reemplazo funcional, alternativo
al trasplante hepético: la falla hepética
aguda (FHA),? la falla hepatica aguda
sobre enfermedad crénica (FHAsC)?

y ciertas enfermedades metabdlicas.

La escasa oferta de donantes de
6rganos constituye un factor limitan-
te importante en esta modalidad te-
rapéutica.

Con el empleo de las diferentes
técnicas de implantes con higado
completo, higado reducido, hiper-re-
ducido y el “split liver” (higado para
dos) se ha intentado paliar la escasez
de 6rganos. Sin embargo la situacién
continda y la falta de donantes apro-
piados provoca un largo periodo de
espera con empeoramiento del cuadro
clinico e inclusive la muerte en lista de
trasplante.*

En los tltimos afios el trasplante
de células hepéticas ha surgido como
un potencial procedimiento comple-
mentario o alternativo al trasplante
hepatico,>!! por lo menos en ciertas
circunstancias. La aplicacién de esta
modalidad terapéutica se fundamenta
en el concepto que el trasplante celular
permitiria suplir la funcién del 6rga-
no afectado, ya fuera en forma tran-
sitoria, a la espera de la recuperacién
del 6rgano propio o la oportunidad de
un trasplante, o permanente, evitando
la necesidad de dicho procedimiento.

ASPECTOS GENERALES

El desarrollo de este recurso tera-
péutico significa una nueva oportu-
nidad para los nifios con enfermedad
hepatica y principalmente para aque-
llos que sufren de una enfermedad
metabodlica (Tabla 1) con ciertas venta-
jas en comparacién con el trasplante
hepatico. Podemos destacar el hecho
de ser un procedimiento menos in-
vasivo y riesgoso, y que presenta un
menor costo. Existe asimismo una
mayor disponibilidad del material a
trasplantar ya que se podrian utilizar



como fuente de células, érganos considerados
“marginales”,'> material resultante de reduccio-
nes,*!* de hepatectomias parciales y 6rganos de
donantes cadavéricos en paro cardiaco.”® Por otro
lado, permitiria la posibilidad de utilizar un do-
nante para varios receptores. Pese a las ventajas
de disponibilidad senhaladas, el contar con las cé-
lulas en el momento apropiado, sigue siendo un
problema que quedaria definitivamente resuelto
de lograrse el cultivo'® y la preservacién de he-
patocitos a gran escala'’'® y la diferenciacién y
proliferacion de células hepaticas a partir de dis-
tintos precursores. Una modalidad importante a
considerar, seria la posibilidad del autotrasplan-
te que, a futuro, abriria las puertas a la aplicacion
de terapia génica, de particular importancia en el
caso de aplicarse al tratamiento de los trastornos
metabdlicos hepaticos.

Las enfermedades metabdlicas hepaticas pue-
den ser divididas en aquellas que llevan dafio es-
tructural con o sin lesion de otros tejidos (déficit
de alfa 1 antitripsina, fibrosis quistica del pan-
creas, enfermedad de Wilson, etc.) y aquellas en
las que el defecto metabélico se expresa solamen-
te o predominantemente en el higado sin altera-
cién de su estructura pero que pueden provocar
lesién a otros 6rganos o sistemas (hiperoxaluria,
trastornos del ciclo de la urea, hipercolesterolemia
familiar, Crigler-Najjar, etc.).

El tratamiento conservador de estas enferme-
dades se basa fundamentalmente en la utilizaciéon
de costosas dietas y numerosas medicaciones para
lograr un equilibrio pero con potenciales recaidas
y agravamientos, que alteran la calidad de vida y
ponen en riesgo de muerte o de dafio neurologi-
co a los pacientes.”

Aunque individualmente raras, cuando son
consideradas en conjunto representan la tercera
causa de trasplante en la infancia y en ciertas ins-
tituciones se ubica en el segundo lugar luego de
la atresia de vias biliares.

TasLa 1. Condiciones metabélicas potencialmente tratables

¢ Crigler-Najjar

e Trastornos del ciclo de la urea

¢ Dislipemias

e Déficit hereditario de factor VII

e Enfermedad por almacenamiento de glucégeno tipo 1*
e Hiperoxaluria primaria

* Aciduria orgénica

e Aminoaciduria

e Déficit de alfa-1-antitripsina
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Un aspecto interesante a destacar, es la venta-
ja sustancial respecto del trasplante hepatico da-
da por el hecho de que frente a la eventualidad de
una falla funcional o pérdida del injerto, la per-
manencia del 6rgano propio permitiria a este ac-
tuar como respaldo, evitando poner en riesgo la
vida del paciente.

Si bien la insuficiencia hepatica aguda y cro-
nica no se descartan como condiciones potencial-
mente tratables,? % el escaso nimero de casos
comunicados impide sacar conclusiones definiti-
vas respecto de los resultados, asi como avanzar
en el conocimiento de la fisiologia del trasplante
en dichas condiciones o evaluar aspectos técnicos
que permitan optimizar el procedimiento en tales
situaciones.” En el caso de la insuficiencia hepati-
ca aguda esta modalidad terapéutica conllevaria
el beneficio de permitir, a través del restableci-
miento temporal de la funcién hepética, la even-
tual recuperacién del érgano propio, evitando la
necesidad de un trasplante hepético y, en conse-
cuencia, de inmunosupresién de por vida.

ANTECEDENTES
Antecedentes preclinicos

El primer informe de trasplante de células he-
péticas en el &mbito de la experimentacién con
animales, con el fin de modificar la capacidad fun-
cional del higado, data del afio 1976.%

A fin de reducir la brecha entre la experimen-
tacion preclinica y clinica, los investigadores han
utilizado modelos animales con alteraciones he-
péticas funcionales similares a las observadas en
los seres humanos. Dichos modelos han incluido
animales con alteraciones del ciclo de la urea,?®
trastornos del metabolismo del cobre,” ratas de
Gunn, que emulan al sindrome de Crigler-Najjar
tipo 1” ratones deficientes en fumarilacetoaceta-
to como modelo de tirosinemia,® perros afectados
de hiperuricemia,* ratones con histidinemia,* co-
nejos de Watanabe que presentan hipercolestero-
lemia® y ratas analbuminémicas.* De la misma
forma, se han desarrollado modelos de falla he-
péatica aguda®* y crénica.? ¥

Estos modelos han puesto de manifiesto la posi-
bilidad cierta de modificar el estatus metabélico de
base de los animales tratados evidenciando, ade-
mas, la capacidad de supervivencia del material
trasplantado a mediano y largo plazo y permitien-
do el ensayo de diferentes estrategias y la aplica-
cién de diferentes variables a fin de perfeccionar la
técnica, mejorar el implante inicial de las células, su
supervivencia y posterior proliferacion.***
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Antecedentes clinicos

En el curso del desarrollo de la experimen-
tacion clinica, se han llevado a cabo aproxima-
damente 80 trasplantes en distintos centros*
incluyendo pacientes con trastornos metabdlicos
asi como casos de insuficiencia hepatica aguda y
crénica, en fase terminal. Desafortunadamente,
debido a lo diverso de los protocolos aplicados,
asi como a lo heterogéneo de la poblacién trata-
da, resulta sumamente dificultoso extraer con-
clusiones definitivas a través de una valoraciéon
conjunta de los resultados. Luego del primer in-
forme de trasplante en humanos, publicado por
Mito y Kusano en 1992,* son de destacar algu-
nas publicaciones. Habibullah,” en 1994, publica
los casos de 5 pacientes afectados por una FHA,
concluyendo que el trasplante de células fetales
humanas intraperitoneales habria sido responsa-
ble de la mejoria observada en la supervivencia
de los pacientes. Grossman,* en 1995, comuni-
ca un estudio de terapia génica ex-vivo tratando
pacientes, afectados de hipercolesterolemia fa-

TasLA 2. Trasplante de células hepdticas en humanos

miliar, a través del autotrasplante de células he-
paticas previamente manipuladas genéticamente,
logrando una modesta reduccién de los niveles de
colesterol, pero sin embargo demostrando la fac-
tibilidad del autotrasplante. Ira Fox y col.*® publi-
ca, en 1998, el tratamiento de una nifia de 10 afios
portadora del sindrome de Crigler-Najjar Tipo I.
En este caso, se infundieron 7,5 x 10? células, por
via portal, a través de la colocaciéon de un catéter
transparieto-hepatico. El seguimiento, a través del
laboratorio en los meses siguientes, evidencié una
marcada reduccién de las concentraciones séricas
de bilirrubina, y en consecuencia una disminucion
de los requerimientos de horas de fototerapia dia-
ria. Mas recientemente, en 2009, Meyburg y col.*
informaron cuatro casos de ninos afectados por
desoérdenes en el ciclo de la urea trasplantados con
células hepaticas aisladas de un mismo donante.
No se observaron complicaciones del método y
en todos los casos se logro la estabilizacion de la
condicién metabdlica de los pacientes durante el
periodo de control que oscil6 entre 4 y 13 meses.

Pediatricos
Referencia Edad Causa Evolucion
Fisher. 2006% 14 anos Tegretol TX dia 1l
4 anos Viral Fallecido dia 2
2 anos Citrulinemia Desc. amonio
Meyburg. 2008* 3 sem. HSV congénito Fallecido
10 sem. Déficit OTC Estabilizacion
3 anos Déficit OTC Estabilizacion
Khan. 2008% 1 afio Atresia de via biliar Desc. bilirrubina
Stephenne. 2005 14 meses Déficit OTC Desc. amonio. TX (6 m)
Stephenne. 2006% 3 anos Déficit ASL Desc. amonio. TX (18 m)
Ambrosino. 2005% 9 afios Crigler-Najjar I Desc. bilirrub. TX
Dhawan. 2006% 3 afios Crigler-Najjar I Desc. bilirrub. TX (18 m)
Khan. 2008 2 anos Crigler-Najjar I Desc. bilirrub.
Lysy. 2008% 1 ano Crigler-Najjar I Desc. bilirrub.
Meyburg. 2009% 10 sem. Déficit CPS 1 Desc. amonio. Lista Tx
3 anos Citrulinemia Normalizacién amonio
6 horas Déficit OTC Fallecido a los 4 meses
9 dias Déficit OTC Desc. amonio. Lista TX
Adultos
Referencia Edad Causa Evoluciéon
Baccarani. 20057 56 afios Fallo del injerto Fallecido dia 2
Fisher. 2006 21 afos Drogas Fallecido dia 1
35 afnos Drogas Fallecido dia 18
35 anos Drogas Recuperacién
51 afios Drogas Fallecido dia 3
54 anos HBV- linfoma Fallecido dia 7
48 afios Reyes Fallecido dia 1

OTC: Ornitin transcarbamilasa, ASL: Arginin succinil liasa, CPS 1: Carbamoil fosfato sintetasa, TX: Trasplante hepético.
Desc: Descompensacion. HSV: Virus Herpes simplex HBV: Virus de Hepatitis B, bilirrub: bilirrubina.



En la Tabla 2 se muestran las experiencias de
trasplante mds relevantes tanto pediatricas como
en adultos en los tltimos 5 afos.

La problematica del trasplante celular

Los resultados obtenidos en ensayos experi-
mentales, si bien alentadores, no han sido del todo
satisfactorios. En el caso de los ensayos clinicos,
aunque se lograron mejorias parciales y transi-
torias en los estados de base de los pacientes, en
dltima instancia no evitaron la necesidad de un
posterior trasplante como tratamiento definitivo.

Estos resultados obedecerian a la incapacidad
para lograr el implante y supervivencia de sufi-
ciente cantidad de células y su posterior prolifera-
cién, impidiendo alcanzar un “volumen de masa
celular critica” capaz de determinar un cambio
suficiente y sostenido del estado funcional del
6rgano. Ello resultaria fundamentalmente de la
pérdida inicial de una importante fraccién de las
células trasplantadas, estimdndose que solo el 30%
de las mismas logra implantarse, y de la acciéon de
factores que determinarian su posterior pérdida a
través de fenémenos de necrosis, apoptosis o anoi-
kis. Esta dltima consiste en una forma de muerte
celular programada desencadenada por la falta
de contacto de la célula con la matriz extracelular.

Dos conceptos claves, a los fines de lograr la
repoblacién exitosa del higado, son los de “esti-
mulo mitético” y “ventaja de proliferacion”.

Aunque la mayoria de los procedimientos en-
sayados en animales probablemente no sean apli-
cables en el &mbito de la préctica clinica, dos de
ellos, la irradiacion hepatica® y la embolizacién
parcial del 6rgano,” podrian considerarse como
potencialmente factibles, otorgando a las células
trasplantadas ventaja de proliferaciéon y un esti-
mulo mitético apropiado.

El sitio en el que se implantaran las células,
el ndmero, la via y las condiciones del microam-
biente al que serdn expuestas las células durante
el procedimiento resultarian determinantes a los
fines de lograr un trasplante exitoso.

Sitio de implante

Podria suponerse que el sitio mas apropiado
para trasplantar células hepaticas seria el higa-
do; sin embargo, en determinadas condiciones,
en las que se evidenciaran profundos cambios en
la arquitectura del 6rgano o en el microambiente
hepatico, podria no ser asi. En dichas circunstan-
cias seguramente la célula trasplantada encontra-
ria un ambiente muy poco favorable tanto para el
implante como para la proliferacion.
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Existen a la fecha comunicaciones de trasplan-
tes en sitios distintos del higado, tales como tejido
celular subcutaneo,**** renal subcapsular,* pan-
creas,” peritoneo®’ y bazo®*? sin resultados que
evidencien ventajas de uno respecto a otro y tam-
poco respecto del higado.

Niimero de células y administracion

El ntiimero de células que deberan trasplantar-
se con el fin de recuperar la funcién perdida, va-
riard de acuerdo con la patologia considerada ya
que probablemente para tratar un trastorno me-
tabdlico serd mucho menor que para revertir la
situacion en el caso de un cuadro de insuficiencia
hepatica fulminante. En el primer caso, se calcu-
la que deberia trasplantarse un nimero de célu-
las equivalente a un 5-10% de la masa hepética
del receptor.

Por otro lado, en la medida que fuera necesa-
rio, a fin de mantener la recuperacién funcional
del 6rgano, si no se lograra la repoblacién celular
permanente, el procedimiento de trasplante po-
dria repetirse en forma periddica.

Vias

La via de trasplante dependeré fundamental-
mente de la eleccién del sitio de implante. En el
caso del higado, una de las utilizadas con mayor
frecuencia es la infusion celular a través de la ve-
na porta.

La utilizacién de esta via se fundamenta en el
hecho comprobado de que, una vez en la circula-
cién portal, los hepatocitos trasplantados serian
conducidos hasta los sinusoides portales desde
donde migrarian para integrarse al lobulillo.

Preservacion de las células

Lograr la preservacioén a largo plazo y a gran
escala de las células conllevaria un importante
avance en la estrategia de aplicacién del tras-
plante celular, ya que permitiria disponer de las
células necesarias en tiempo y forma. Si bien has-
ta ahora los mayores esfuerzos han tenido por
objetivo mejorar las técnicas de criopreservacion,
los resultados obtenidos no han sido del todo sa-
tisfactorios. Las células sometidas a este proce-
dimiento presentan una marcada disminucién
de su viabilidad y de su capacidad metabdlica,
afectando sin duda la capacidad de implante y
supervivencia luego del trasplante. En la actua-
lidad, se ensayan nuevas estrategias que, aunque
basadas en la aplicacién de bajas temperaturas,
no utilizan el congelamiento como medio de pre-
servacion.®3%*
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Origen de los hepatocitos

Como fue senalado anteriormente, las célu-
las a trasplantar pueden tener diversos origenes:
provenir de 6rganos considerados “marginales”,
del material resultante de reducciones, de he-
patectomias parciales e incluso de donantes ca-
davéricos en paro cardiaco. En la actualidad, se
estan considerando otras potenciales fuentes de
hepatocitos que involucrarian la diferenciacién a
partir de precursores tales como células progeni-
toras hepaticas o células madre de origen hepati-

co® o extrahepatico.®® Células hepaticas fetales,*”

células madre de origen embrionario® y placen-
tario,* junto con células mesenquimales de mé-
dula 6sea,” cordén umbilical” y tejido adiposo™
se cuentan entre las consideradas con mayor fre-
cuencia como potenciales fuentes , y sobre las que
existe alguna experiencia.

Si bien las células madre embrionarias cons-
tituyen uno de los recursos de mayor valor en la
terapia celular y la ingenieria de tejidos, existe
actualmente un fuerte debate ético y cientifico en
torno de su utilizacion.

El procedimiento
Aislamiento celular

El aislamiento de las células hepaticas se lleva
a cabo a través del método de Seglen™ que consis-
te en la perfusion del érgano con una solucién de
lavado, seguida de la perfusion con una soluciéon
enzimética para digerir la matriz extracelular y
liberar los hepatocitos.

Trasplante

Durante la infusién de los hepatocitos por via
portal se generan cambios vasculares,””® tanto a
nivel hemodindmico como a nivel de la microcir-
culacién hepatica resultante del enclavamiento
de las células a nivel sinusoidal. Ello se traduce
en un aumento de la presiéon venosa portal que,
aunque transitorio, en algunos casos ha sido de
marcada intensidad y asociado a modificaciones
radioldgicas en el lecho vascular portal caracteri-
zado por la amputacion de las ramas portales de
2doy 3er orden.”

Sin embargo, los casos de complicaciones rela-
cionadas a la infusién de las células por esta via,
tales como trombosis portal o hipertensién portal
clinicamente significativas son sumamente raras.”

Inmunosupresién

No existe consenso acerca de cudl seria el es-
quema inmunosupresor mds apropiado y la ma-
yoria de los centros utilizan el mismo que para el

caso del trasplante hepatico. La utilizaciéon de un
anticalcineurinico (en la mayoria de los caso Ta-
crolimus) asociado o no a esteroides y a anticuer-
pos monoclonales contra receptores IL-2 han sido
los esquemas mas utilizados.

Estan siendo estudiadas nuevas técnicas y es-
trategias que permitan el trasplante de las células
sin la necesidad de inmunosupresién.

Valoracion del implante

La falta de un método apropiado que permi-
ta determinar no solo qué fraccién del total de
las células trasplantadas se han implantado sino
el lugar en el que lo han hecho (migracion) y su
funcionalidad, impide la apropiada valoracion del
procedimiento de trasplante.

El restablecimiento de la funcién perdida obra-
ria como un indicador de la presencia y funciona-
lidad de las células trasplantadas, sin embargo,
esta expresion funcional no se lograria hasta que
se alcanzara el implante de una determinada ma-
sa de células que en la mayoria de los casos se
obtiene solo luego de varios procedimientos de
trasplante, no siendo posible determinar cuan
exitoso ha sido cada uno de los procedimientos
realizados.

Asi, seria necesario, contar con un método de
valoracién global y dinamico que permitiera sal-
var los inconvenientes antes sefialados.

CONCLUSIONES

El trasplante de hepatocitos constituye un
avance en el tratamiento de las enfermedades he-
péticas de la infancia. Esta alternativa puede sig-
nificar una mejor calidad de vida y supervivencia
para los nifios que padecen ciertas enfermedades
metabdlicas. Las técnicas y principios han sido
establecidos y son actualmente desarrollados en
diferentes centros médicos en el mundo; sin em-
bargo, la aplicacion sigue siendo atdn limitada. El
desafio sera desarrollar nuevas técnicas de preser-
vacion y encontrar fuentes alternativas de células
aptas para ser trasplantadas. En la utilizacién de
células madre podria encontrarse la respuesta.

El trasplante de hepatocitos o de células ma-
dres serd en un futuro una alternativa valida de
tratamiento o un puente para llegar a un trasplan-
te definitivo. ®
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