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Resumen

Las enfermedades hepaticas crénicas son uno de los principales problemas de salud a nivel mun-
dial, siendo la onceava causa de mayor mortalidad en el mundo. El dafio hepatico también al-
canza a los nervios que recorren el érgano, imposibilitando la llegada de impulsos no solo a las
zonas danadas, sino también mas alla de ellas. Se ha observado que existe la posibilidad de re-
generacion neuronal, de forma que los axones se extienden, pasando la zona dafada y tratando
de reinervar el tejido. En este proceso se ven involucrados los macréfagos que, mediante un
proceso de neuroinflamacién, promueven la regeneracién de los axones. Se ha analizado me-
diante el uso de microscopia electréonica de volumen (VEM) si el dafio hepatico provoca cambios
en las conexiones que se establecen entre distintos tipos celulares que conforman el higado vy si
los macrofagos en concreto pueden estar involucrados en este proceso. Para ello se ha cons-
truido un conectoma hepatico y se ha estudiado la presencia de macréfagos en los puntos donde
la célula de Schwann libera los axones. Se han encontrado cambios en el conectoma tras la apa-
ricion de dafio hepatico ademas de la sobrerrepresentacion de los macréfagos como primer con-
tacto tras la liberaciéon del axén. Ademas de ello, se ha observado que los contactos con este tipo
celular parecen agruparse en zonas cercanas al punto de liberacion del axdn. Este trabajo se
relaciona con el ODS 3 Saludo y bienestar.
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Abstract

Chronic liver diseases are one of the leading health problems worldwide, ranking as the world's
eleventh leading cause of mortality. Hepatic damage also affects the nerves that run through the
organ, preventing the transmission of impulses to the damaged areas and beyond them. It has
been observed that neuronal regeneration is possible, allowing axons to extend, bypassing the
damaged area, and attempting to reinnervate the tissue. Macrophages are involved in this pro-
cess through neuroinflammation, promoting axonal regeneration. Volume electron microscopy
(VEM) has been used to determine if hepatic damage causes changes in the connections estab-
lished between different types of cells that make up the liver and if macrophages may be involved
in this process. A hepatic connectome has been constructed, and the presence of macrophages
at the points where the Schwann cell releases the axons has been studied. Changes in the con-
nectome have been found following the occurrence of liver damage and an overrepresentation
of macrophages as the first contact after axon release. Additionally, it has been observed that
contacts with this cell type appear to cluster in areas close to the axon release point. This work
is related to SDG 3, Good Health and Well-being.
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Abreviaturas
BEC: Célula epitelial biliar.

BV: Vaso Sanguineo.

DDC: 3,5-dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina.

eGFP: Proteina verde fluorescente mejorada.

Fb: Fibroblasto.

Hp: Hepatocito.

IC: Macréfago.

LEC: Célula epitelial linfatica.
PC: Célula progenitora hepatica.
ROI: Region de interés.

VEM: Microscopia electrénica de volumen.



1. Introduccion
1.1.Higado

El higado es uno de los érganos mas grandes e importantes del cuerpo humano. Es crucial para
muchos procesos fisioldgicos, siendo responsable de la metabolizacidon de nutrientes y desem-
pefando un papel crucial en el equilibrio hormonal y en la respuesta inmunoldgica, ademds de
en la descomposiciéon de productos xenobidticos, entre los que se pueden encontrar, por ejem-
plo, farmacos o toxinas (Trefts et al., 2017). El sistema inmune del higado juega un papel muy
importante a la hora de luchar contra infecciones, ya que alberga una gran cantidad de células
inmunes que detectan y eliminan potenciales patégenos que puedan aparecer en la sangre (Ku-
bes & Jenne, 2018). La gran cantidad de funciones que presenta también lleva a que este sea el
organo de mayor tamaio del cuerpo, representando aproximadamente entre un 2% y un 3% del
peso total del individuo (Abdel-Misih & Bloomston, 2010).

1.1.1. Daio hepatico

Las enfermedades hepaticas son una de las principales causas de muerte a nivel mundial (Asrani
et al., 2019) y entre ellas se pueden encontrar algunas como la esteatohepatitis, tanto alcohdlica
como no alcohdlica, hepatitis By C o enfermedades autoinmunes genéticas. Todas ellas generan
fibrosis en el 6rgano, la cual se caracteriza por la acumulacién de matriz extracelular que altera
la estructura del higado (Wynn, 2004) y con ello, su capacidad para funcionar correctamente.
Cuando alguna enfermedad causa dafios al higado, se activa la transdiferenciacién de las células
estrelladas hepdticas en fibroblastos productores de coldgeno, los cuales contribuyen a la repa-
racion del tejido (Roehlen et al., 2020). Sin embargo, si no se detiene, este proceso puede vol-
verse patogénico y resultar en la formacion de cicatrices permanentes que, en algunos casos,
pueden llevar al fallo completo del érgano (Wynn, 2004).

1.1.2. Regeneracion hepatica

El higado posee una gran capacidad regenerativa que le permite restaurar su masa y funciones
originales después de haber perdido parte del tejido, ya sea por su extracciéon o por el dafio
causado por toxinas (Michalopoulos & DeFrances, 1997). El proceso de regeneracidén permite
que su tamafio se ajuste a las necesidades del cuerpo, ya que este 6rgano es capaz de tanto
recuperar su tejido perdido como de decrecer en situaciones en las que el metabolismo cambia
o aparece alguna enfermedad (Michalopoulos, 2013). Esta caracteristica es crucial en situaciones
como trasplantes del 6rgano, donde se puede perder parte del tejido durante la espera hasta la
operacién o directamente estar usando un injerto que es demasiado pequefio y necesita expan-
dir su volumen posteriormente (Taki-Eldin et al., 2012).

Los procesos de regeneracidn hepdtica no solo se dan en caso de eliminacién de parte del tejido,
sino que, también, pueden tratar de eliminar las cicatrices fibrdticas. Eliminar la causa que pro-
duce la inflamacidn puede ser util para promover la regresidon de la cirrosis, aunque en una gran
parte de casos, no se observa signo alguno de reparacién (Marcellin et al., 2013). Cuando si se
da, la eliminacidn de la cicatriz ocurre de una forma demasiado lenta como para evitar compli-
caciones que pudiesen poner en peligro la vida de la persona afectada, lo que hace necesarias
estrategias antifibroticas que permitan acelerar su desaparicion (Roehlen et al., 2020).

El proceso de regeneracion estd gobernado por una gran cantidad de cascadas de seializacion
de distintos tipos y, cuando una sefial falla, otras permitiran que se lleve a cabo (Michalopoulos,
2013). Entre ellas, la sefializacidon nerviosa es crucial para asegurar una regeneracion del tejido
rapida con la que aumenta la tasa de supervivencia tras la aparicidon de dafios severos, como los
gue pueden originarse con enfermedades crdnicas (lzumi et al., 2018).



1.2.Regeneracion neuronal

Las causas que pueden dar lugar a dafos en el sistema nervioso son variadas, pero en todos los
casos el resultado es la inhabilitacién de las células nerviosas para transmitir impulsos a las re-
giones que inerva (Steward et al., 2012). Los nervios tienen cierta capacidad de regeneracion,
pudiendo restaurarse hasta 1 mm al dia de tejido daifado (Brushart et al., 2002), sin embargo,
este ratio no es suficiente para asegurar la completa reparacién del nervio. Otro problema que
encuentra el proceso es que las fibras nerviosas no son capaces de tomar el mismo camino que
tenian anteriormente, lo que provoca la pérdida de los contactos originales (Gordon, 2020).

Durante el proceso de regeneracion del tejido nervioso, los macréfagos tanto residentes como
los que se puedan infiltrar inician un proceso de neuroinflamacion, en el que se eliminan del
medio la mielina, que provoca la inhibicidn de la regeneracidn, y los otros restos que puedan
quedar en el medio. Por otro lado, adoptan un fenotipo prorregenerativo y comienzan a secretar
citoquinas y factores de crecimiento que alteran la funcionalidad de las células de Schwann (Jha
et al., 2021). Aunque juegan este rol importante, no se sabe aun con certeza cdmo los macréfa-
gos son reclutados y como el dafio causa el cambio de fenotipo (Chen et al., 2015).

1.3.Conectoma en el sistema nervioso periférico

El conectoma se define como un mapa de las conexiones neuronales cuya funcién ultima es en-
tender el funcionamiento del sistema nervioso al completo (Lo & Chiang, 2016). Para ello, se
hace uso de herramientas de obtencién de imagenes para poder explorar el tejido, y también de
programas informaticos que permitan un analisis eficiente de estas imagenes, asi como el alma-
cenamiento de informacion en bases de datos.

A pesar de que recientemente ha aumentado el interés por conseguir un mapa del conectoma
humano, la mayor parte de esfuerzos hasta el momento se han centrado en el analisis de las
conexiones neurona-neurona dentro del cerebro, dejando de lado al sistema nervioso periférico.
Tanto es asi que, en primera instancia, se definid el conectoma humano como la descripcion
estructural comprensible de la red de elementos y conexiones que conforman el cerebro hu-
mano (Sporns et al., 2005). La poca atencidn dada al sistema nervioso periférico deja el mapa
inacabado y, con ello, el conocimiento de las conexiones fuera del cerebro se queda incompleto
y desorganizado, lo que dificulta adquirir informacidon sobre la gran cantidad de procesos nervio-
sos que ocurren fuera del sistema nervioso central (Irimia & Van Horn, 2021).

Para tratar de remediar esta situacidn, se necesitan avances tecnolégicos que faciliten el estudio
de conectomas de otras areas del cuerpo, para lo cual es necesario que las nuevas metodologias
permitan reconstruir la estructura tridimensionalmente, ser interactivos y anotar y cuantificar
de forma precisa (Nowinski et al., 2012). Ademas, estos nuevos métodos deben reducir el tiempo
necesario para poder obtener imagenes con la resolucién adecuada y también mejorar el proce-
samiento de los datos obtenidos tanto en escala como en velocidad (Lo & Chiang, 2016).

1.4.vEM

La microscopia electréonica de volumen (VEM) es un conjunto de técnicas que permiten obtener
imagenes de estructuras celulares y tisulares con una profundidad de al menos 1 um y con una
resolucion de nandmetros (Peddie et al., 2022). Estas técnicas se basan en combinar diversas
imagenes de microscopia electrdnica creadas a partir de muestras cortadas en segmentos finos,
que luego se combinan, creando una representacién digital del tejido analizado. Se comenzé a
utilizar en los aflos ochenta para estudiar el conectoma cerebral, analizando tanto las neuronas
enteras como las regiones sindpticas (Collinson et al., 2023). Sin embargo, en la actualidad se



esta empleando también en otros campos, como puede ser en virologia (Baena et al., 2021) o
biologia celular (Narayan & Subramaniam, 2015).

Esta técnica presenta también ciertos problemas en la actualidad, ya que genera tanta informa-
cién que gran parte de ella no es posible analizarla, ademds de que actualmente existen poca
cantidad de expertos e infraestructura adecuada. Sin embargo, su capacidad para combinarse
con otras técnicas para poder obtener informacién adicional sobre el estado funcional de la es-
tructura la convierte en una herramienta poderosa para entender la complejidad biolégica tanto
a nivel celular como tisular (Collinson et al., 2023).



2. Objetivos

En el presente estudio se propone analizar si, tras eventos de daifo hepatico, se observan cam-
bios en el conectoma del tejido. Para ello se proponen los siguientes objetivos:

— Comparar el conectoma de tejidos sanos y dafiados mediante tecnologia VEM para po-
der analizar sus diferencias.

— Analizar si hay macréfagos mediando en el proceso de remodelacion neuronal en el te-
jido hepatico.



3. Materiales y métodos
3.1.Material previo
3.1.1.Ratones

Para el presente estudio se utilizaron un total de seis ratones adultos de una cepa denominada
Plp-eGFP, la cual expresa proteina verde fluorescente mejorada (eGFP) en las células gliales. Es-
tos ratones se dividieron en dos subgrupos: tres de los ratones se alimentaron con una dieta
control, mientas que el resto se alimentaron con una dieta suplementada con 3,5-dietoxicarbo-
nil-1,4-dihidrocolidina (DDC). La dieta con esta molécula se usa como modelo de colangitis, una
enfermedad caracterizada por la aparicidn de problemas en el flujo de bilis del higado al duo-
deno (Wagner & Trauner, 2016), llevando, en ultima instancia, a causar cirrosis biliar y hepato-
patia. Esta dieta causa la obstruccién de los ductos biliares, dafiando el epitelio biliar. Ademas,
la acumulacidn de bilis causa la activacion y proliferacion de los colangiocitos, asi como del in-
cremento de citoquinas proinflamatorias y profibrogénicas. Esto causa la infiltracion de neutré-
filos y la activacidon de fibroblastos y de células estrelladas hepdticas, lo que provoca la aparicion
de fibrosis (Pose et al., 2019).

Se alimentd a tres de los ratones con una dieta suplementada con DDC 0,1 % durante cinco dias,
se perfundieron con parafomaldehido diluido al 4 % en tampdn fosfato salino y posteriormente
se eutanasiaron. Se tomaron muestras del higado de los animales y se embebieron en resina.

3.1.2. Obtencion de imagenes de vVEM

Las imagenes se obtuvieron mediante tomografia de matriz (AT), en un procedimiento similar al
descrito por White et al., 2022: se cortaron las muestras de tejido hepdatico perfundido en lami-
nas de 70 nm de grosor con un microtomo con una cuchilla de diamante y se fijaron en cubreob-
jetos de silice cubiertas de 6xido de indio y estafio, las cuales se montaron en un microscopio
electrénico de barrido ZEISS® Gemini 300. Las imagenes obtenidas tuvieron una resolucion de
5x5x70 nm. Estas imagenes se alinearon y se ensamblaron para crear la representacion de la
region de interés (ROI). Finalmente, los archivos se cargaron en el programa WEBKNQOSSOS
(https://webknossos.org/) para su visualizacion y analisis.

3.1.3. Datos de partida

Previamente al resto de andlisis, se obtuvieron datos sobre contactos observados en las distinti-
tas ROl mediante estos métodos, los cuales se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Total de contactos observados. Fb: Fibroblasto; Hp: Hepatocito; BEC: Célula epitelial biliar; BV:
Vaso Sanguineo; LEC: Célula epitelial linfdtica,; IC: Macrofago; PC: Célula progenitora hepdtica; DDC: 3,5-
dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina.

Fb Hp BEC BV LEC IC PC Total
Contactos 65 73 8 73 4 15 0 237
control
Contactos 54 68 21 30 11 21 3 206
DDC
Total 120 141 29 103 15 36 3 443

3.2.Analisis de imagenes

Las imagenes obtenidas se han analizado mediante el uso de la herramienta online WEBKNOS-
SOS, la cual permite reconstruir en 3D las estructuras presentes en el tejido. Esto se consigue
segmentando imagen por imagen la célula, organulo o tejido de interés, lo que permite desta-
carlo del resto del entorno (Figura 1-A) y también crear una imagen tridimensional, tal como se
observa en la Figura 1-B. Si bien, este procedimiento permite obtener imagenes que destacan


https://webknossos.org/

los elementos a analizar, la gran carga de trabajo que supone hace que sea impractico para ROI
extensas y con un alto nimero de imagenes. Por ello, una solucién a este problema, y que la
herramienta incluye, es la posibilidad de marcar con nodos que se conectan formando esquele-
tos. Los esqueletos se adaptan bien a la estructura alargada de los axones, lo cual facilita su
reconstrucciéon. Ademds, esta opcidn incluye la ventaja de poder medir su longitud, aumentando
su valor a la hora de realizar analisis. Durante el analisis de las imagenes se ha optado por crear
esqueletos que representan la longitud de los axones debido a las razones expuestas anterior-
mente, aunque algunas estructuras se han segmentado para facilitar su visualizacién. De este
modo se analizaron un total de 12 ROI correspondientes a los 6 animales. De ellas, 7 pertenecian
al grupo control y 5, al DDC

Figura 1. Region de interés segmentada y reconstruccion de axén. (A) Imagen de vEM (Regidn de Interés
5.1) con varios axones (en azul y rojo) y una célula de Schwann (en verde) segmentados Notese como el
axon rojo estd completamente rodeado por una célula de Schwann. (B) El axon azul (axén 59) se ha recons-
truido tridimensionalmente gracias a la superposicion de todas las zonas segmentadas a lo largo de las
distintas imdgenes que componen esta region de interés (237 imdgenes).

3.2.1. Analisis del conectoma

Se seleccionaron aquellos axones con mas de tres contactos, siendo al menos dos de dichos con-
tactos con hepatocitos. Estos axones se han seguido y se han creado sus esqueletos en la herra-
mienta WEBKOSSOS. Una vez finalizados, se ha medido su longitud, la cantidad de nodos que lo
componen y se han anotado los contactos que presentan con hepatocitos (Hp), fibroblastos (Fb),
células epiteliales linfaticas (LEC), macrdfagos (IC) y células progenitoras de hepatocitos (PC).
Aparte de estos datos, también se anotaron la distancia entre contactos y los puntos de libera-
cién de un axén por una célula de Schwann, si los hubiese. Todos estos datos se registraron en
una hoja de célculos para su posterior analisis estadistico (Figura 2). Algunos de estos axones
también se segmentaron para poder reconstruirse tridimensionalmente y facilitar su observa-
cion.

E—

Figura 2. Flujo de trabajo seguido para el andlisis del conectoma. Mediante el programa WEBKNOSSOS
se crearon los esqueletos de los axones y se midieron distintos pardmetros, como su longitud, la cantidad
de nodos que lo forman o si en algun punto estdn cubiertos por células de Schwann. Posteriormente se
anotaron los contactos que presentan. Todos estos datos se guardaron para su posterior andlisis estadis-
tico.

Por otro lado, con los datos de contactos se construydé una tabla con las distintas conexiones
posibles. Se definieron como conexiones todos aquellos pares de contactos sucesivos. Se



anotaron todas las conexiones existentes en los axones seleccionados y se construyé una tabla
con la frecuencia de todos los encontrados, separando aquellos provenientes de muestras con-
trol y DDC.

3.2.2. Andlisis de varicosidades

Se definen como varicosidades aquellos puntos en los cuales se aprecia un engrosamiento del
axon junto con la aparicién de estructuras intracelulares, como mitocondrias. Un ejemplo de este
fendmeno se observa en la Figura 3-A, Junto con su reconstrucuon tridimensional (Figura 3-B).

L___1pm

Figura 3. Varicosidades en un axon. (A) Se observa e/ engrosamiento del axon 7 (Reg/on de Interés 3.4) y
la gran cantidad de mitocondrias presentes en el punto de contacto con un hepatocito. (B) la vista de su
reconstruccion muestra la diferencia en la anchura en este punto con respecto a otras partes. También se
observa otra varicosidad menos pronunciada en la zona de contacto con un fibroblasto (segmento azul) y
con otro hepatocito (segmento amarillo). Figura creada en colaboracién con Emma Climent Cunyat.

Mediante la herramienta WEBKNQOSSOS se observaron de nuevo todos los contactos anotados
(Tabla 1). Estos se clasificaron segtin presentaban varicosidades o no. El criterio a seguir fue que
solo se consideraron como con varicosidades aquellos contactos que presentasen tanto un en-
grosamiento del axdn como la presencia de mitocondrias. Para aquellos contactos procedentes
de axones estudiados para el analisis de conectoma, esta informacién se afiadié a su hoja de
calculo. Los datos obtenidos se guardaron para su posterior andlisis estadistico.

3.2.3. Analisis de contactos tras la liberacidn de los axones

Para tratar de discernir la importancia de los macréfagos (IC) durante el proceso de liberacion
del axén, se han buscado en todas las regiones de interés aquellos axones que han sido liberados
por la célula de Schwann. El criterio establecido para seleccionar los axones validos ha sido que
traspasasen la lamina basal de la célula de Schwann, punto que se habrd seleccionado como
punto de liberacidn. En caso de no observarse la lamina, pero si desconexién del axén con la
célula glial se tomd como punto de liberacion aquel en el cual este contacto se pierde (Figura 4-
C). Si ninguno de los criterios se cumple, no se considerara como liberacion (Figura 4-A).

Figura 4 Dlstmtos casos de Ilberaaon de axones (A) Axones rodeados por la lémina basal Se observan
tres axones y una célula de Schwann, que recubre a uno (azul) y estd en contacto con otro (verde). El tercer
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axon (rojo) parece haber sido liberado, sin embargo, no ha atravesado la Idmina basal (marcada con un
esqueleto naranja), por lo que, en este punto, no se ha dado todavia un evento de liberacion. (B) Axon
siendo liberado. En este caso, uno de los axones (rojo) estd siendo liberado, mientras que el otro permanece
envuelto en la célula de Schwann. No se aprecia la Idmina basal. (C). Axdn ya liberado y contacto con otra
célula. Uno de los axones ha sido liberado y estd en contacto con un macrofago (azul), que también estd
interactuando con la célula de Schwann. La Idmina basal se observa como una linea alrededor de los axo-
nes asociados a la célula glial.

Se construyd el esqueleto de los axones que cumplian el criterio. A continuacién, se marcaron
los puntos en los cuales se liberaban de la célula de Schwann y dénde aparecia el primer contacto
tras este fenédmeno. Se anotaron estos datos junto con la longitud de cada axdn y la distancia
desde el punto de liberacidon hasta el primer contacto y se guardaron en una hoja de célculo
(Figura 5).

Figura 5. Flujo de trabajo del andlisis de contactos tras la liberacion del axon. Se seleccionaron axones
en los que se observase como la célula de Schwann libera el axén y se construyo su esqueleto. Posterior-
mente se anotd la posicion del primer contacto con respecto al punto de liberacion y el tipo de célula invo-
lucrada. Estos datos se guardaron para su posterior andlisis estadistico.

Adicionalmente, se analizd la posicién de los contactos con IC para determinar si su posicién a lo
largo del axdn es aleatoria o se concentran a cierta distancia tras la liberacidn de éste. Para ello
se buscaron contactos adicionales con IC en los mismos axones utilizados en el analisis de libe-
racién y se anotd su distancia hasta el punto de liberacién.

3.3.Andlisis estadistico
3.3.1. Analisis del conectoma

Se han buscado diferencias significativas entre los contactos observados y los esperados si se
diesen por azar. Para ello se tomaron los datos de contactos de la Tabla 1 v, a partir de ellos, se
estimaron cudntos contactos de cada tipo se esperarian teniendo en cuenta el total de observa-
dos. Se realizé un test x? para analizar si las diferencias entre los valores observados y esperados
eran o no significativas. Este mismo test se empled para estudiar las diferencias entre los grupos
control y DDC. Ademas, los resultados de estos analisis se confirmaron con pruebas exactas de
Fisher, ya que este test presenta una mayor precisidon cuando el tamafio muestral es pequefio.

Para comprobar la existencia de procesos de remodelacion se ha comparado si existen variacio-
nes significativas en cuanto a las conexiones establecidas, tanto entre muestras control y DDC
como entre los valores observados y esperados. Las proporciones esperadas se obtuvieron me-
diante el uso de técnicas de remuestreo, usando como datos de partida los contactos presentes
en la Tabla 1. Esto se debe a que, si las conexiones se formasen por azar, cabria esperar que sus
proporciones se asemejasen a aquellas generadas por la posicidn aleatoria de los contactos a lo
largo del axon.

El remuestreo se llevd a cabo mediante un script en lenguaje Python, el cual genera un total de
10.000 combinaciones posibles de los datos de partida y devuelve la frecuencia con la que una
combinacién problema es generada (Anexo 1l). Una vez obtenidas las proporciones esperadas,
se realizd una prueba x?> comparando las proporciones esperadas y observadas tanto en las
muestras control como en las DDC. Seguidamente, se realizé otra prueba x? con el fin de compa-
rar las proporciones observadas en ambos grupos.



3.3.2. Analisis de Varicosidades

Se analizd si existian diferencias significativas entre los porcentajes de varicosidades presentes
en los contactos con cada tipo celular mediante un test ANOVA de dos vias. Ademads, con el fin
de comparar las diferencias entre el grupo control y el DDC, se realizé otra vez este analisis des-
glosando los datos segun su procedencia. De este analisis se han excluido tanto los contactos
con células progenitoras como con células epiteliales linfaticas, ya que se considerd que no habia
suficientes datos de estos dos tipos celulares.

3.3.3. Andlisis de Liberacion de los axones

Para evaluar si existian diferencias significativas entre la cantidad de contactos con un determi-
nado tipo de célula entre muestras control y DDC, se realizaron test x? para cada caso. Del mismo
modo, se compararon los datos de los contactos tras la liberacion del axén con la cantidad de
contactos totales encontrados en todas las ROl analizadas (Tabla 1). Con ello se pretende deter-
minar si los contactos se realizan con células al azar o si algin grupo se desvia de lo que cabria
esperar. Igual que antes, los resultados de las pruebas x> se comprobaron realizando, pruebas
exactas de Fisher.

También se analizaron las diferencias en el porcentaje de macréfagos como primer contacto en
cada animal analizado. Para ello, se realizaron multiples t-test separando los porcentajes por
animales y comparando los control con los DDC.



4. Resultados

4.1.Analisis de conectomica

En el andlisis del conectoma se encontraron un total de 38 axones que cumpliesen el criterio
establecido. De ellos, 11 pertenecian a muestras control y los 27 restantes a muestras DDC. Se
encontraron un total de 161 contactos, reflejados en la Tabla 2. Los analisis x? realizados y com-
probados con pruebas exactas de Fisher mostraron diferencias significativas entre el nUmero de
contactos con Hp y LEC para DDC (Figura 6-B) y con IC para control (Figura 6-A), con respecto al
numero de contactos esperados.

Tabla 2. Numero de contactos observados y esperados. Fb: Fibroblasto; Hp: Hepatocito; LEC: Célula epi-
telial linfdtica; IC: Macréfago; PC: Célula progenitora hepdtica; DDC: 3,5-dietoxicarbonil-1,4-dihidrocoli-

dina.
Control Observado Control Esperado | DDC Observado DDC Esperado
Hp 27 21,389 66 49,809
Fb 16 19,045 34 39,554
IC 0 4,395 12 15,382
PC 0 0 2 2,198
LEC 3 1,172 1 8,057
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Figura 6. Diferencias entre el nimero de contactos observados y esperados. (A) Diferencias en el grupo
control. Se han encontrado diferencias significativas en la cantidad de contactos con macrdfagos (IC), ya
gye no han aparecido en este tejido. (B) Diferencias en el grupo DDC. Se encontraron diferencias significa-
tivas en la cantidad de contactos con hepatocitos (Hp) y células epiteliales linfdticas (LEC). En ambos casos
aparecen en mayor cantidad de la esperada. Significativo si *P<0,05; analizado mediante x?> con un grado
de libertad (P-value < 0,05 si x> > 3,8415) y comprobado mediante test exacto de Fisher. Fb: Fibroblasto;
Hp: Hepatocito; LEC: Célula epitelial linfdtica; IC: Macrdfago,; PC: Célula progenitora hepdtica; DDC: 3,5-
dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina.

En cuanto a las diferencias entre los grupos control y DDC, se observaron diferencias significati-
vas para los contactos con IC ( Figura 7-C) y, aunque para los contactos con LEC, el andlisis x?
mostro diferencias significativas ( Figura 7-D), la comprobacidn con el test exacto de Fisher fue
negativa. Las diferencias en los contactos con Fb ( Figura 7-B), Hp ( Figura 7-A), y PC ( Figura 7-E)
no fueron significativas.
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Figura 7. Diferencias en la cantidad total de contactos con los distintos tipos celulares entre muestras
control y DDC. (C) Se observaron diferencias significativas en la cantidad de contactos con macrdfagos (IC),
que aumentan su proporcion en el tejido dafiado. Para el resto de tipos celulares no se observaron diferen-
cias. Significativo si *P<0,05; analizado mediante y* con un grado de libertad (P-value < 0,05 si y* > 3,8415)
y comprobado mediante test exacto de Fisher. Fb: Fibroblasto; Hp: Hepatocito; LEC: Célula epitelial linfa-
tica; IC: Macrdéfago,; PC: Célula progenitora hepdtica; DDC: 3,5-dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina.

Todos estos contactos conformaron un total de 125 pares de conexiones, perteneciendo 37 a
muestras control y 88 a muestras DDC. Las conexiones observadas y esperadas se detallan en la
Tabla 3. Los analisis x? realizados mostraron la existencia de diferencias significativas entre las
conexiones observadas y esperadas para LEC-LEC en las muestras control (Figura 8-A), Hp-LEC en
DDCy Hp-Hp para ambos (Figura 8-B).

Tabla 3. Numero de conexiones observadas y esperadas en el andlisis de conectomica. Fb: Fibroblasto;
Hp: Hepatocito; LEC: Célula epitelial linfatica; IC: Macrdfago; PC: Célula progenitora hepdtica; DDC: 3,5-
dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina.

Control Observado | Control Esperado DDC Observado | DDC Esperado
Hp-Hp 13 8,101 33 16,511
Hp-Fb 14 14,146 26 26,213
Hp-IC 0 3,339 9 10,300
Hp-LEC 1 0,878 0 5,396
Hp-PC 0 0 0 0,428
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Fb-Fb 6 6,291 10 10,306
Fb-IC 0 2,956 7 8,114
Fb-LEC 2 0,776 1 4,205
Fb-PC 0 0 1 1,190
IC-IC 0 0,335 0 1,558
IC-LEC 0 1,769 0 1,610
IC-PC 0 0 0 0,428
LEC-LEC 1 0,030 0 0,418
LEC-PC 0 0 1 0,275
PC-PC 0 0 0 0,036
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Figura 8. Conectogramas observados y esperados. Se muestran los distintos pares de conexiones que se
establecen en los axones analizados. Se analizaron un total de 11 axones procedentes de muestras control
y 27 de muestras DDC, con un total de 37 conexiones para los primeros y 88 para los segundos. Se muestran
también aquellas conexiones cuyas diferencias resultan significativas: (A) En los axones control se observa
un aumento en las conexiones Hp-Hp y Hp-LEC. (B) En los axones DDC las conexiones Hp-Hp también au-
mentan, pero las Hp-LEC desaparecen. Significativo si *P<0,05; analizado mediante test x? con 1 grado de
libertad P-value < 0,05 si x* > 3,8415 y comprobado mediante test exacto de Fisher. Fb: Fibroblasto; Hp:
Hepatocito; LEC: Célula epitelial linfdtica; IC: Macrdfago,; PC: Célula progenitora hepdtica; DDC: 3,5-dieto-
xicarbonil-1,4-dihidrocolidina. Figura creada en colaboracién con Emma Climent Cunyat.

Por otro lado, al comparar los conectogramas control y DDC sélo se observaron diferencias sig-
nificativas en las conexiones Hp-IC, que no estaban presentes en las muestras control (Figura 9).
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Figura 9. Diferencias en los conectomas control y DDC. Se han observado diferencias significativas en la
cantidad de conexiones Hp-IC entre los conectomas control y DDC, no apareciendo este tipo de contactos
en el primero. Significativo si *P<0,05; analizado mediante test x?> con 1 grado de libertad P-value < 0,05 si
X2 > 3,8415 y comprobado mediante test exacto de Fisher. Fb: Fibroblasto; Hp: Hepatocito; LEC: Célula
epitelial linfdtica; IC: Macrdfago; PC: Célula progenitora hepdtica; DDC: 3,5-dietoxicarbonil-1,4-dihidroco-
lidina. Figura creada en colaboracién con Emma Climent Cunyat.
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4.2.Analisis de varicosidades

Se observé que el porcentaje de contactos con IC con varicosidades era significativamente menor
al resto de contactos con otros tipos celulares, cuyas diferencias no fueron significativas (Figura
10-A). De igual modo, también se encontraron diferencias significativas entre los contactos con
IC en el grupo DDCy con el resto de los tipos celulares (Figura 10-B).
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Figura 10. Andlisis de varicosidades. (A) Diferencias en el porcentaje de varicosidades entre cada tipo
celular. Se observan diferencias significativas entre el porcentaje de contactos con varicosidades en ma-
crofagos (IC) y el resto de los tipos celulares (Fb: Fibroblasto; Hp: Hepatocito; BV: Vaso sanguineo). (B) Estas
mismas diferencias se observan al separar los animales entre control y DDC, aunque sélo las diferencias
entre los contactos en muestras DDC fueron significativas. Significativo si *P<0,05; analizado mediante
ANOVA de dos vias. Fb: Fibroblasto; Hp: Hepatocito; LEC: Célula epitelial linfdtica; IC: Macréfago; DDC: 3,5-
dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina. Figura creada en colaboracion con Emma Climent Cunyat.

4.3.Analisis de contactos tras la liberacion del axon

Se seleccionaron un total de 41 axones de entre todos los observados, en los cuales se encon-
traron 49 eventos de liberacion, perteneciendo 27 axones a higados dafiados y 14. De ellos, en
13 ocasiones el primer contacto se da con macrofagos, mientras que en 11 ocurre con hepatoci-
tos, 17 con fibroblastos, 5 con vasos sanguineos y en una ocasién con células epiteliales biliares.
En dos casos, el primer contacto no pudo ser determinado. Estos resultados se pueden observar
desglosados en Control y DDC en la Tabla 4. Comparando estos datos con la cantidad total de
contactos obtenidos en higado de ratones tratados (Tabla 1) se observa un aumento en la pro-
porcidn de contactos con macréfagos en el tejido dafiado al centrarse en los que se dan tras la
liberacién del axdn por parte de la célula de Schwann. Esta misma situacion se aprecia al com-
parar el tejido dafiado con el control, ya que en este Ultimo caso no se han encontrado contactos
con monocitos.

Tabla 4. Numero de axones seleccionados y primer contacto tras su liberacion segtn el grupo al que
pertenecen. DDC: 3,5-dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina.

Control DDC
Numero de axones 27 14
Numero de liberaciones 16 33

Primer contacto con IC 0 13
Primer contacto con Hp 7 4
Primer contacto con Fb 3 14
5
0

Primer contacto con BV 0
Primer contacto con BEC 1
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Los distintos analisis por x? en las muestras control no mostraron diferencias significativas entre
los contactos esperados y observados para ninguno de los tipos celulares tras la liberacién del
axon (Figura 11).
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Figura 11. Diferencias entre los contactos tras la liberacion de los axones observados y esperados en
muestras de tejido control. Para ninguno de los tipos celulares analizados se observaron diferencias sig-
nificativas entre la cantidad de contactos observada y la que cabria esperar si se diesen por azar. Signifi-
cativo si *P<0,05; analizado mediante y? con un grado de libertad (P-value < 0,05 si x* > 3,8415) y compro-
bado mediante test exacto de Fisher. Fb: Fibroblasto; Hp: Hepatocito; BEC: Célula epitelial biliar; IC: Ma-
créfago; BV: Vaso sanguineo.

En cambio, los analisis en tejido DDC mostraron que la diferencia entre la cantidad de contactos
con macrofagos tras la liberacidn del axdn observados y la que cabria esperar si éstos se diesen
por azar es significativa (Figura 12-C). Este fendmeno se ha visto también en Fb (Figura 12-B). Por
otro lado, también se ha descubierto una disminucién significativa en la cantidad de Hp obser-
vados (Figura 12-A) y de BV (Figura 12-E). En cuanto a las células epiteliales biliares (BEC), no se
observaron diferencias significativas (Figura 12-D).
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Figura 12. Diferencias entre los contactos tras la liberacién de los axones observados y esperados en
muestras de tejido DDC. (A) Se observaron diferencias significativas en los contactos con hepatocitos (Hp),
que ven disminuida su proporcion con respecto a lo esperado. (B) Se observaron diferencias significativas
en la cantidad de fibroblastos (Fb) observados y esperados, apareciendo en mayor proporcion de la espe-
rada. (C) Se observé un aumento significativo en la proporcion de primeros contactos con macrofagos (IC)
observados con respecto a los esperados. (D) En el caso de las células epiteliales biliares (BEC), no se ob-
servaron diferencias significativas entre las cantidades esperadas y observadas. (E) Se encontraron dife-
rencias significativas entre los contactos con vasos sanguineos (BV) observados y esperados, ya que se ha
reducido su cantidad hasta desaparecer. Significativo si *P<0,05; analizado mediante x? con un grado de
libertad (P-value < 0,05 si x? > 3,8415). Fb: Fibroblasto; Hp: Hepatocito; BEC: Célula epitelial biliar; IC: Ma-
créfago; BV: Vaso sanguineo.

Al comparar DDC y Control se observa una situacién similar, ya que aparecen mas IC (Figura 13-
C) y disminuyen Hp (Figura 13-A) de forma significativa. Las diferencias observadas en BV fueron
también significativas, no encontrdndose ningun caso en muestras DDC. Para Fb (Figura 13-B) y
BEC (Figura 13-D) no se encontraron grandes diferencias.
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Figura 13. Diferencias en los contactos tras la liberacion de los axones entre los grupos control y DDC.
(A) Se observaron diferencias significativas en los contactos con macréfagos (IC), no encontrdndose ningun
caso en muestras control. (B) Se observaron diferencias significativas en la cantidad de hepatocitos (Hp)
entre las muestras control y DDC, apareciendo en mayor proporcion en las primeras. (C) No se observaron
diferencias significativas en la cantidad de primeros contactos con fibroblastos (Fb) entre ambos grupos.
(D) Al igual que con Fb, no se encontraron diferencias significativas en la cantidad de contactos con células
epiteliales biliares (BEC). (E) Se encontraron diferencias significativas entre los contactos con vasos sangui-
neos (BV) entre ambos grupos, ya que no se ha encontrado ningun caso en muestras DDC. Significativo si
P<0,05; analizado mediante x? con un grado de libertad (P-value < 0,05 si x? > 3,8415) y comprobado me-
diante test exacto de Fisher. Fb: Fibroblasto; Hp: Hepatocito; BEC: Célula epitelial biliar; IC: Macréfago, BV:
Vaso sanguineo; DDC: 3,5-dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina.

Al analizar animal por animal, se observd de nuevo la existencia de diferencias significativas entre
los individuos control y los DDC al no observarse ninglin primer contacto con macrdéfagos en los
primeros, mientras que en los segundos todos excedieron el 18% (Figura 14).
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Figura 14. Diferencias en el porcentaje de macréfagos como primer contacto tras la liberacion de los
axones entre animales control y DDC. En los animales control no se han observados contactos con ma-
créfagos (IC) tras la liberacion de los axones, mientras que, en los DDC, el porcentaje de liberaciones que
los presentaba varid entre un 18,75% y un 66,67%. Significativo si P<0,05 analizado mediante t-test mul-
tiple. IC: Macrdfago; DDC: 3,5-dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina.

Finalmente, se observé la posicién de los contactos con IC tras la liberacidn del axdn. Se agrupa-
ron en los 11 conjuntos un total de 17 contactos a lo largo de los 33 axones seleccionados para
el andlisis de liberacién axonal, mostrados en la Tabla 5. Los contactos observados se agruparon
en su mayoria a poca distancia del punto de liberacion (
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Figura 15), estando 9 de ellos a menos de 2 um y 6 mas en los siguientes 8 um. Para los casos
control no se observd ningun contacto con IC.

Tabla 5. Numero de contactos en cada grupo de 2 um de longitud para muestras DDC y control. DDC:
3,5-dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina.

0-2 |24 (4-6 | 6-8 | 8-10 | 10-12 12-14 14-16 16-18 18-20 20-22
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Con- | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
trol
0 Axones NG 5 /o nes
DDC
Control
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Figura 15. Mapa de calor de la posicion de los contactos con IC tras la liberacion del axén. Los contactos
con macrdéfagos (IC) tras la liberacidon del axdn se agrupan en los primeros micrémetros tras la liberacién
del axdn, estando 9 de ellos a menos de 2um y 6 mds en los siguientes 8 um. DDC: 3,5-dietoxicarbonil-1,4-
dihidrocolidina.
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5. Discusion

Actualmente, existen diversos estudios que han destacado la importancia del mapeado de las
conexiones neuronales en situaciones como la planificacion de intervenciones neuroquirurgicas
(Irimia & Van Horn, 2021). Sin embargo, pocos de éstos han analizado el sistema nervioso peri-
férico, para el cual se hacen necesarios métodos que permitan anotar de forma precisa, modifi-
cable, interactiva y accesible informaticamente (Nowinski et al., 2012). Estas caracteristicas son
las que las técnicas VEM, y los distintos programas para el analisis de las imagenes que producen,
pretenden tenery por las cuales es una herramienta a tener en cuenta para este tipo de estudios.

Se encontraron diferencias significativas tanto entre los conectomas de muestras control y DDC,
como con sus respectivos esperados si las conexiones se diesen por azar. En este sentido, cabe
destacar la falta de contactos con IC en muestras control (Figura 6-A), las cuales se sabe que
estan presentes y establecen contactos con los axones del tejido, pero no han podido ser halla-
das por el andlisis, lo que parece indicar que no establecen conexiones con Hp, el tipo celular
alrededor del cual ha girado el criterio de eleccidn. Esta situacidn podria significar que la apari-
cién de contactos con IC en el conectoma se deberia a la aparicidon de dafio hepatico y a la pos-
terior respuesta neuroinflamatoria. Por otro lado, el modelo de analisis ha sido capaz de detectar
una sobrerrepresentacion en las conexiones Hp-Hp (Figura 8), que podrian deberse al propio
criterio de seleccion de los axones, ya que este favoreceria la seleccidon de contactos con hepa-
tocitos, con lo que se prueba que el analisis estadistico funciona. Sin embargo, esta aproximacion
no permite analizar grupos de conexiones mas grandes, con lo que se podria estar perdiendo
informacion que podria ser crucial para el analisis. Ademas de esto, otro gran problema es la alta
carga de trabajo que seleccidn de los axones y la obtencién de datos de ellos requiere. En el
futuro, con el aumento en la cantidad de informacién que las técnicas vEM van a poder generar,
se va a hacer imposible llevar a cabo estos analisis de forma manual, por lo que serd crucial
desarrollar herramientas informaticas basadas en inteligencia artificial que lleven a cabo tareas
mecanicas como la segmentacion de las estructuras (Kievits et al., 2022). Con todo, la metodo-
logia utilizada ha permitido dar los primeros pasos para desarrollar un conectoma del higado, lo
cual no se habia intentado anteriormente.

En cuanto al analisis de varicosidades, éste ha mostrado que los contactos con IC son menos
propensos a crear varicosidades que los del resto de tipos celulares analizados (Figura 3-A), ten-
dencia que se destaca mas en los tejidos dafiados (Figura 10-B).Ademas, si se tiene en cuenta
que los contactos con macrofagos parecen estar enriquecidos en el tejido dafiado ( Figura 7-C),
se podria sugerir que, cuando se dan eventos de dafio hepatico, se reclutan macréfagos que
establecen contactos transitorios y poco estables con los axones del tejido, transmitiendo o re-
cibiendo sefales que favorezcan la regeneracion del tejido.

Se ha determinado que los eventos de liberacidon se dan en menor medida en tejido sano en
comparacion al dafiado (Tabla 4). La falta de casos podria estar causada por una menor necesi-
dad en el tejido de que estas situaciones se den, ya que los axones ya estarian establecidos y no
necesitarian extenderse para crear nuevos contactos. Otra posible razén es la menor profundi-
dad de campo que varias de las ROl control presentaban, ya que muchas se componian de pocas
decenas de imagenes, lo que hace mas complicado seguir axones hasta encontrar puntos donde
sean liberados. Independientemente de la razén por la cual este fenédmeno ocurra, la liberacién
de axones es un fendmeno que no se ha estudiado en profundidad aun, por lo que los mecanis-
mos que gobiernan este proceso aun se desconocen.

Por otro lado, se ha encontrado una diferencia significativa en la cantidad de primeros contactos
tras eventos de liberacion con IC en tejido dafiado en comparacion con el tejido sano (Figura 14).
Ademas, aunque este primer contacto en tejido sano parece ser aleatorio (Figura 11), tras la
aparicidon de dafio, algunas poblaciones cambian sus proporciones, como Fb (Figura 12-B), IC
(Figura 12-C), Hp (Figura 12-A) o BV (Figura 12-E), pudiendo deberse ello a una pérdida de la
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aleatoriedad para dar paso a un fenotipo reparador en el que estarian involucrados los IC. Te-
niendo también en cuenta lo observado en el andlisis de varicosidades y al observar su posicion
en el axon (

0-2 | 2-4 |46 | 6-8 | 8-10 | 10-12 | 12-14 | 14-16 | 16-18 | 18-20 | 20-22

UM | M | pm [ um | um um um um pum um um
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Con- | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

trol

Figura 15), estas células podrian, tras la aparicién de dafio hepatico, comenzar a buscar axones
cubiertos por las células de Schwann y mediar en sefiales que provocasen la extensién de estos
axones, con el objetivo de reinervar las zonas dafiadas o aquellas que se encuentren tras ella,
cambiando el conectoma local en el proceso. Aunque la forma en la que median en el proceso
de liberacidn no se ha podido analizar mediante las imagenes y técnicas disponibles, otros estu-
dios han sefialado que los macroéfagos secretan citoquinas que acaban por facilitar la migracion
de la célula de Schwann y la regeneracion del axén (Jha et al., 2021).

Estos resultados apoyarian trabajos anteriores en los que se observé la importancia del papel
que los macréfagos juegan tanto para promover la remodelacidn y reparacién de los axones da-
fados (Jha et al., 2021) como para estimular la proliferacion de hepatocitos tras eventos de dafo
hepatico (lzumi et al., 2018). Si bien los mecanismos por los cuales participarian en este primer
proceso se desconocen, las células de Schwann podrian provocar su actuacién, ya que liberan
mielina y secretan factores que reclutan células inflamatorias (Stierli et al., 2019), las cuales fa-
gocitan los restos producidos por el dafio y contribuyen a la regeneracion axonal y a la remieli-
nizacion (Gaudet et al., 2011). Todo esto sugiere que la conexion entre los macréfagos y los axo-
nes tiene una doble funcionalidad cuando se dan eventos de dafio hepdtico. Por un lado, pro-
moveria la expansion de estos axones hacia zonas dafiadas tratando de reinervarlas y, por otro,
favoreceria la proliferacion de hepatocitos en dichas zonas, recuperandose asi el tejido perdido.
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6.

Conclusion

Se ha podido trazar un primer mapa del conectoma hepatico tanto de tejido sano como
de tejido dafiado.

Se ha observado mediante VEM la existencia de remodelacion del conectoma tras la apa-
ricién de dafo hepatico.

Los macréfagos juegan un papel importante en la remodelacién del conectoma tras la
aparicion de dafios, estando involucrados en la liberacién del axdn y la reinervacién del
tejido.
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8. Anexos

8.1.Anexo l. Relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible

El presente trabajo se relaciona con el ODS 3 Salud y bienestar ya que la investigacién en cémo
el higado se regenera puede llevar a la aparicién de nuevos tratamientos contra enfermedades

hepaticas y la mejora de la calidad de vida de los afectados.

Objetivos de Desarrollo Sostenible

Alto

Medio

Bajo

No procede

ODS 1. Fin de la pobreza

X

ODS 2. Hambre cero

X

ODS 3. Salud y bienestar

ODS 4. Educacion de calidad

ODS 5. Igualdad de género

ODS 6. Agua limpia y saneamiento

ODS 7. Energia asequible y no contaminante

ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econdmico

ODS 9. Industria, innovacién e infraestructuras

ODS 10. Reduccion de las desigualdades

ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles

ODS 12. Produccion y consumo responsables

ODS 13. Accioén por el clima

ODS 14. Vida submarina

ODS 15. Vida en ecosistemas terrestres

ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos

XXX [X XXX [|X[X|[X|X|X]|X]|X
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8.2.Anexo ll. Script en Python para el remuestreo.

import random

elementos = ["Fb") "Hp”, "LEC"J IIICII" Ilpcll]
frecuencias = [54, 68, 11, 21, 3]

combinacion_objetivo ["Hp", "Hp"]
probabilidad teorica 1
total frecuencias = sum(frecuencias)
for elemento in combinacion_objetivo:
frecuencia_elemento = frecuencias[elementos.index(elemento) ]

probabilidad _elemento = frecuencia elemento / total frecuencias
probabilidad_teorica *= probabilidad elemento

num_iteraciones = 100000

ocurrencias = 0
for _ in range(num_iteraciones):

combinacion_aleatoria = random.choices(elementos, weights=frecuencias,
k=1len(combinacion_objetivo))

if combinacion_aleatoria == combinacion_objetivo:
ocurrencias += 1

probabilidad observada = ocurrencias / num_iteraciones

print("Probabilidad observada:", probabilidad observada)
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