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RESUMEN

En estudios previos con modelos de regeneracién hepdtica por reseccion hepatica parcial, se
ha observado que las células progenitoras hepaticas juegan un papel importante en la
remodelacion del tejido dafiado, cuando éste es muy intenso. SCF (Stem cell factor) es uno de
los factores secretado en higado que promueve la activacién y proliferacion de esta poblacion
celular. Sin embargo, el papel y contribucién de estas células y SCF a la regeneracién hepatica

en modelos de enfermedad hepatica se desconoce.

El objetivo de este trabajo de fin de grado ha sido estudiar la expresion en tejido hepatico de c-
kit y de SCF tanto en la enfermedad hepdtica aguda como en enfermedad hepética crdnica
descompensada. La expresion de c-kit y SCF se determind mediante tincidn
inmunohistoquimica de cortes histoldgicos de biopsias hepaticas de pacientes con hepatopatia
aguda (Grupo Agudos) y de pacientes con hepatopatia crénica (Grupo Crdnicos),

comparandola con la expresidon de tejido hepatico de individuos sanos (Grupo Control).

Los resultados obtenidos fueron que los pacientes con hepatopatia crénica presentaron una
expresion de c-kit significativamente mayor (p>0,05) que el grupo control y que el grupo de
pacientes agudos. Sin embrago el nivel de expresion de SCF no difirié (p>0,05) entre los
distintos grupos a estudio. Los resultados encontrados parecen indicar que la cronicidad de la
enfermedad hepatica conlleva la proliferacion o migracion de células progenitoras en el
higado, tal vez por la continuidad del dafo en el tiempo y por tanto por un agotamiento de la
capacidad proliferativa de los hepatocitos, sin que dicha activacién del compartimento

progenitor parezca estar asociado al aumento de SCF.
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ABSTRACT

In previous studies with models of liver regeneration by partial liver resection, it has been
observed that liver progenitor cells play an important role in the remodeling of the damaged
tissue, when it is very intense. SCF (Stem cell factor) is one of the factors secreted in liver that
promotes activation and proliferation of this cell population. However, their role and

contribution of both to liver regeneration in models of liver disease is unknown.

The aim of this work was to study the level of expression in liver tissue of c-kit and SCF in both
acute and decompensated liver disease and chronic liver disease. The expression of c-kit and
SCF was determined by immunohistochemical staining of histological sections of liver biopsies
from patients with acute liver disease (Acute Group) and patients with chronic liver disease
(Chronic Group), comparing the expression in liver tissue from healthy individuals (Control

Group).

The results showed that patients with chronic liver disease had an expression of c-kit
significantly higher (p> 0.05) than the control group and the group of acute patients.
Nevertheless, SCF levels did not differ (p> 0.05) between the studied groups. The results
suggest that chronicity of liver disease involves the proliferation or migration of progenitor
cells to the liver, perhaps because of the continuity of damage over time and therefore a
depletion of the proliferative capacity of hepatocytes, but apparently without connection

between the activation of the stem cell compartment and an increase of SCF.
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1. INTRODUCCION

1.1 REGENERACION HEPATICA

El higado adulto es un drgano esencialmente quiescente, es decir, que los hepatocitos salen
del ciclo celular y se mantienen en fase GO. Cuando hay necesidad de regeneracion tisular, ya
bien porque el higado ha sido dafiado o tras una reseccién quirdrgica, las células pueden volver
a entrar en el ciclo celular con resultado mitético. El proceso comienza con la activacion de la
proliferacion de hepatocitos maduros (quiescentes hasta ese momento) en primer término, y
mas tardiamente, de otros tipos celulares, como las células del epitelio biliar, y las células

1,2,3,4

endoteliales sinusoidales (Figura 1).

Sin embargo, estudios en modelos de regeneracidon hepdtica parecen indicar que si el dafio
hepatico es severo y crénico ya sea causado por drogas, virus o toxinas, la proliferacién de los
hepatocitos se dificulta. Si se inhibe la entrada de los hepatocitos maduros en el ciclo celular
por carcinégenos o toxinas, la regeneracion hepdtica se produce a través de la activacion de
células progenitoras hepdticas, las llamadas células ovales. Estas son una subpoblacién de
células hepdticas que, en un higado adulto normal, estdn quiescentes, existiendo en un
numero reducido alrededor de la regién periportal, mas concretamente en el canal de Hering.
A medida que el dafio hepatico progresa, infiltran en el parénquima a lo largo del canaliculo
biliar entre los cordones hepdticos. Finalmente, estas células progenitoras hepaticas se

diferencian en hepatocitos maduros > * "%,

Estudios extensos de la hepatocarcinogénesis y otros modelos de dafio hepatico no
carcinogénico en roedores sugieren que las células ovales pueden representar una célula

progenitora o célula madre **°.

Figura 1. A. Visién del higado izquierdo remanente (segmentos |, II, Il y IV) en donante vivo de higado tras hepatectomia
derecha. B. Imagen radioldgica de la regeneracion del I6bulo izquierdo remanente (segmentos |, II, lll y IV) 1’5 meses post
hepatectomia derecha en un donante vivo de higado. (Imagen obtenida del Servicio de Radiologia. Clinica Universidad de
Navarra)



1.2 CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS

Las células madre hematopoyéticas (CMH) se definen como células inmaduras que se pueden
transformar en todos los tipos de células sanguineas, como glébulos blancos, glébulos rojos y
plaquetas. Las células madre hematopoyéticas se encuentran en la sangre periférica y en la

médula ésea. También se pueden llamar células madre sanguineas.

En la médula dsea, las CMH se localizan en unas zonas llamadas nichos, que juegan un papel
muy importante en su regulacion. Estos nichos hematopoyéticos estan divididos en tres
partes: una zona osteoblastica, que esta cercana a los osteoblastos; una zona medular que
alberga CMH quiescentes y proliferativas; y una zona vascular, cerca de los sinusoides, que

permite que salgan las células maduras a la circulacién %314,

Cuando son trasplantadas a receptores sometidos a un tratamiento mieloablativo que permita
su injerto, son capaces de repoblar a largo plazo todos los linajes hematopoyéticos. En

humanos adultos, las CMH se encuentran fundamentalmente en la médula dsea, con una

frecuencia relativa de 1 entre 104 a 1 entre 105 células nucleadas.

En los Ultimos diez afios diversos estudios ** han descrito aparente transdiferenciacién a
diversos tejidos como musculo, higado, miocardio, o sistema nervioso.

Algunos de los marcadores de las células madre hematopoyéticas humanas son CD34+, CD59+,

Thy-1, CD38", c-kit y lin 1677,

El hallazgo de que las células ovales también expresen genes de las células madre
hematopoyéticas, como c-kit, CD34, Sca-1y Thy-1, ha sugerido que se originan de CMH.

De todas formas, estudios recientes en ratones y ratas han mostrado que la trasdiferenciacion
de CMH en células ovales es un evento muy poco usual, con lo que probablemente no tenga

importancia fisiolégica *2.

1.3 ESTADO ACTUAL DEL TEMA

Durante varias décadas se dudé de la existencia de las células progenitoras hepaticas. Por qué
deberia pensarse en la existencia de tales células, si las células maduras diferenciadas del
higado, naturalmente quiescentes, retenian la capacidad de entrar nuevamente en el ciclo
celular, dividirse y diferenciarse nuevamente, en respuesta a un dafio tdéxico o quirurgico. Es

decir, la masa normal del higado puede ser completamente restaurada sin que sea necesaria la



contribucion de células progenitoras (Figura 2). Sin embargo, se ha comprobado que en
situaciones de eliminacidn extremadamente significativa de hepatocitos, o si por alguna razén
su crecimiento es inhibido, aparecen las células ovales, producto de la activacion del

compartimiento de células progenitoras.

Hepatocitos

Colangiocitos C. Sinusoidales
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Figura 2. Representacion esquematica de las secuencias replicativas de las células epiteliales — hepatocitos,
colangiocitos — y mesenquimales tras una hepatectomia. En el eje de abcisas se muestra la correlacion con las
fases del ciclo celular de los hepatocitos. Adaptado de Nevzorova YA y Morgan DO. 19

A partir de 1999 se agrega una nueva dimensidon a esta teoria de las células progenitoras
hepaticas, tras la obtencidon de células ovales a partir de células progenitoras hemopoyéticas
parecen migrar a higado dando origen a dichas células ovales, hepatocitos y células epiteliares

biliares %°.

Petersen y colaboradores *° en 1999 estudiaron el origen de las células que repoblaron el
higado de animales que recibieron trasplante de higado ortotdpico o de médula dsea. La
hipdtesis planteada fue que las células ovales y otras células hepaticas pueden surgir en la
médula désea, o asociadas a ella. Esta hipétesis fue ensayada a través de tres modelos: 1-
trasplante de médula dsea en ratas hembras letalmente irradiadas, a partir de donantes
macho, y deteccién del cromosoma Y; 2- trasplante de médula dsea de donantes positivos para
dipeptidil-peptidasa IV, una enzima presente en los espacios de los canaliculos biliares entre
hepatocitos, en animales receptores hembra negativos para esa enzima; 3- trasplante de
higado en ratas receptoras que expresan el antigeno L21-6, a partir de donantes alogénicos
gue no expresan ese antigeno. En cada modelo, se demostrd la posibilidad de que células

asociadas a la médula dsea puedan actuar, bajo condiciones fisiopatoldgicas, como



progenitoras de diversos tipos de células hepaticas. Los autores documentaron la aparicion de

células ovales y de hepatocitos derivados del donante en los animales receptores.

Un trabajo similar fue realizado en ratones . Los autores realizaron dos tipos de experiencias:
1- ratones hembra, letalmente irradiados, que recibieron trasplante de médula ésea completa,
a partir de donantes macho, y fueron sacrificados a los dias 1, 3,5y 7,y 2, 4 y 6 meses tras el
trasplante; 2- ratones hembra que recibieron trasplante de células de médula dsea de
donantes macho, pero previamente purificadas, y fueron sacrificadas a los 8 meses. En ambos
casos (médula dsea completa y purificada), fueron encontradas células compatibles con
hepatocitos, en los higados de los animales receptores, positivos para cromosoma Y y para
mARN de albumina, a partir del dia 7 post-trasplante, en aproximadamente el 2.2% del total de

hepatocitos.

En otro trabajo %, se inyectaron intravenosamente, células de médula 6sea de ratén adulto,
altamente purificadas por técnicas de seleccidn (cell sorter), y transgénicas para el gen lacZ de
Escherichia coli, en ratones deficientes en la enzima fumarilacetoacetato-hidrolasa (FAH), un
modelo animal de tirosinemia fatal hereditaria tipo |. Tres semanas después del transplante, 4
de 9 animales sobrevivieron, observandose la restauracion de la funcién bioquimica del higado
enfermo. A los 7 meses, esos animales fueron sacrificados, y en los higados de todos ellos se
encontraron nédulos de crecimiento con tincidon positiva para beta-galactosidasa, en un 30-
50% de la masa total del higado, demostrandose que esas células provenian de la médula ésea
del donante. Los nddulos de crecimiento consistian en pequeias colonias de alrededor de 50
hepatocitos, o colonias grandes de mas de 1x105 células, en ambos casos morfolégicamente
normales, que expresaban la enzima FAH. Los autores no pudieron demostrar si esas células

eran las originalmente injertadas, o su progenie.

Dos estudios publicados hechos en humanos confirman los resultados obtenidos en roedores.

En uno de ellos %

, se obtuvieron especimenes de higado de dos pacientes femeninas,
receptoras de médula dsea de donantes masculinos, y de 4 pacientes masculinos, receptores
de transplante ortotépico de higado, a partir de donantes femeninos, los cuales fueron
analizados usando técnicas de hibridizacion por fluorescencia in situ (FISH) para el cromosoma
Y, e inmunohistoquimica para citoqueratinas 8, 18 y 19. En el caso de las pacientes
trasplantadas con médula dsea, si bien no tenian historia previa de enfermedad hepatica, el

examen post-mortem indicé la presencia en sus higados, de hepatocitos y células ductulares

biliares provenientes de los donantes. Esto indicaria que, aun en ausencia de injuria severa, las



células podrian movilizarse a un nivel basal, a modo de fendmeno fisioldgico. En los pacientes
masculinos que recibieron trasplante de higado de donantes femeninos, fueron identificados
en el higado, acimulos de hepatocitos conteniendo el cromosoma Y, un tiempo después del
trasplante. Los autores plantean dos explicaciones a estos fendmenos: por un lado, que las
células progenitoras hepaticas pasan a través de la circulacién y se intercalan en los cordones
preexistentes, directamente como hepatocitos, sin un estadio intermedio de células tipo
ovales, y por otro lado, que las células progenitoras extrahepaticas entran como intermediarias
tipo ovales, quizds a través de los canales de Hering. La subsiguiente expansién vy
diferenciacion produciria la formacién de los acimulos de hepatocitos ya mencionados. (Figura

3)
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Figura 3. Origen y destino de células ovales. Las células progenitoras hepaticas originadas en médula 6sea migran
a higado e infiltran la region portal a través de los canales de Hering. Estas células madre podrian dar lugar a las
células ovales, las cuales pueden diferenciarse en hepatocitos maduros. Imagen obteinda de Petersen et a.l®

La identidad de las células extrahepaticas capaces de desarrollar en células hepaticas no es aun
conocida, pero el injerto de células a partir de médula dsea CD34 positiva, sugeriria que las

células progenitoras hematopoyéticas podrian presentar este potencial.

En otro trabajo 2%, se analizé también la posibilidad de usar células progenitoras
hematopoyéticas humanas para generar hepatocitos de reemplazo en un tejido dafiado. El

dafio crénico en el higado de pacientes tratados con trasplante de médula 6sea promoveria la



colonizacion y amplificacion de células progenitoras hematopoyéticas exdgenas. Los autores
postulan ademds, que, en casos de dafio crénico del higado, éste podria ser colonizado por

células hematopoyéticas tanto endégenas como exdgenas.

Estos hallazgos, asi como otros referidos a células de médula ésea que derivaron en musculo

226 5 en células mesenquimaticas 7, indicarian que algunas células

esquelético o cardiaco
progenitoras hemopoyéticas podrian ser células itinerantes capaces de sufrir una

diferenciacidn especifica de tejido.

Recientemente y a raiz de datos que apoyan la existencia de una gran plasticidad en células de
médula ésea (MO) adultas, se han iniciado estudios que exploran las posibilidades terapéuticas
de células madre o “stem” (CS) adultas de MO en las enfermedades hepaticas crdnicas.
Trabajos recientes indican que tras una lesién en un érgano o tejido, CS de MO se movilizan y
migran a la zona dafiada para mantener una hemostasis fisioldgica, jugando un papel
importante en el proceso de inflamacidon y remodelacién tisular. El potencial de las CS
hematopoyéticas de migrar al higado, respondiendo al estrés generado por diferentes
mecanismos de lesidn, para reparar tejido no hematopoyético, se ha puesto de manifiesto en

diversos modelos animales.

Todos estos trabajos experimentales han suscitado un gran interés y prueba de ello es que en
los dltimos afos se estan realizando estudios clinicos que intentan valorar la eficacia de una
infusidon de CS hematopoyéticas, a través de la arteria hepatica o la vena porta, en pacientes
con enfermedad hepatica. También se estd estudiando el efecto de la movilizaciéon de
precursores de MO mediante G-CSF en distintas enfermedades hepaticas. La mayoria de estos
estudios son no controlados y constan de un nimero de pacientes muy reducido. Ademas
muchos de ellos, se han realizado en grupos de enfermos heterogéneos, haciendo muy dificil
extraer conclusiones. A pesar de todo esto los resultados son esperanzadores, ya que algunos
de los estudios encuentran mejoria en determinados parametros clinicos y ademas,

demuestran la seguridad de este tipo de tratamiento.

El mecanismo por el que estas células migran y se alojan en el parénquima hepatico
(“homing”), no es bien conocido. Se sabe que el higado dafiado expresa citoquinas y factores
que presumiblemente participan en este proceso de captacién de células “stem” que
provienen de fuentes extrahepaticas. Parece cada vez mas claro que la lesidn hepatica induce

la expresién y secrecidén de factores como interleuquina-8, metaloproteasas, SCF y factor de



crecimiento de hepatocitos (HGF, del inglés Hepatocyte growth factor), los cuales facilitan los
fendmenos de “homing” y enjertacién de CS en el higado dafiado. Asi mismo, el factor
derivado de la célula estromal-1 (SDF-1 o también conocido como CXCL12) expresado en el

tejido dafado y su receptor de células humanas progenitoras al higado.

Los mecanismos mediante los cuales estas células podrian favorecer la regeneraciéon hepatica
tampoco estdn claros. En un principio se pensé que la plasticidad de las CS de MO, (tanto
hematopoyéticas como mesenquimales) y su diferenciacién a hepatocitos era su principal
mecanismo de accién. Posteriormente muchos autores sugirieron que los nuevos hepatocitos
se producen mediante fendmenos de fusion de estas células con hepatocitos endégenos. Sin
embargo en los ultimos afios, han aparecido datos que apuntan a que las células “stem”
ejercen un efecto proliferativo paracrino sobre los hepatocitos endégenos, mediante la
liberacién de citoquinas que estimulan la proliferacion celular o promueven la angiogénesis.
Son capaces también de regular al alza el gen BCL-2 y por tanto inhibir la apoptosis y de
suprimir el proceso inflamatorio actuando en la via de la IL-6. Las CS hematopoyéticas pueden
contribuir a la reparacion de la lesidn tisular, facilitando la liberacién de factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEFG) que a su vez incrementa el aporte sanguineo a la zona lesionada.

Todos estos fendmenos pueden ayudar a la regeneracion celular en el érgano dafiado.

En el momento actual, y antes de proseguir con ensayos clinicos, urge conocer con mas
profundidad el papel de las células “stem” de MO en la regeneracién y reparacion del tejido
hepdtico en los diferentes tipos de enfermedad hepatica humana, asi como sus posibles
mecanismos de accién. Teniendo en cuenta todo lo anteriormente descrito, seria importante
estudiar si existe movilizacion de células madre desde médula 6sea a sangre periférica cuando
se produce enfermedad hepdtica grave, aguda y crdnica, asi como caracterizar el tipo de
células que son movilizadas. También es fundamental conocer las diferentes citoquinas y
factores relacionados con dicha movilizacién y el efecto que puedan tener en la regeneracién
hepatica. De esta forma se podrian encontrar nuevas terapias para este tipo de enfermedades
basadas en favorecer la movilizacién de células madre desde médica dsea a sangre periférica o
bien en administrar o activar la secrecién de ciertos factores a nivel sanguineo que
favoreciesen la llegada de células progenitoras al higado o activasen la replicacién de los

hepatocitos del parénquima hepatico.

El futuro de estas investigaciones seria encontrar nuevas terapias para enfermedades

hepaticas basadas en favorecer la movilizacidn de células madre desde médica ésea a sangre



periférica o bien en administrar o activar la secrecidn de ciertos factores a nivel sanguineo que
favoreciesen la llegada de células progenitoras al higado o activasen la replicacion de los

hepatocitos del parénquima hepatico.

1.4 SCF

La SCF es el ligando para el receptor tirosin kinasa transmembrana del receptor de
protoncogenes c-kit, es decir, es precursor de c-kit. También se conoce como KL (ckit ligand),
MGF (mast cell growth factor) y SLF (steel factor).

Es una citoquina pleiotrépica dividida en dos cadenas de 248 y 220 aminodacidos en humanos y
ratones, respectivamente. El ligando SCF es esencial para el desarrollo de células germinales,
células progenitoras hematopoyéticas y precursores melanociticos. SCF puede estimular la
proliferacién de mastocitos maduros, asi como la maduracién y proliferacidn de mastocitos

inmaduros.

Es una proteina que regula el ciclo celular. Actia mediante la via del receptor c-kit y se le han
atribuido funciones tales como la promocidn de la supervivencia de células y la proliferacion y
diferenciacidn de células progenitoras hematopoyéticas. La expresion de SCF aumenta en fallo
agudo tras hepatectomia parcial. Su receptor, c-kit, es un marcador de célula hepatica

progenitora.

Una investigacion utilizando receptores disfuncionales de c-kit sugiere que la SCF es
proproliferativa a células ovales en ratas. La activacion de gp130 y c-kit es el requerimiento
minimo para que se produzca la expansion de progenitores hematopoyéticos. Asi pues, la SCF

es una pieza clave en la activacién de células hepaticas progenitoras.

1.5 CKIT

El protooncogen c-kit, localizado en el cromosoma humano 4 (4g12), codifica un receptor
transmembranal, CD117/c-kit, que pertenece a la familia de receptores clase Ill de la
tirosinquinasa, entre los que se incluyen al receptor del factor 1 estimulante de las colonias y a

los receptores tipo Ay tipo B del factor de crecimiento derivado de las plaquetas.

Por lo general, se ha demostrado que la via del receptor c-kit de la tirosinquinasa es

importante para el crecimiento tumoral y la progresion de varios canceres. Las mutaciones en



el gen c-kit que conducen a la fosforilacion del ligando (activacién) del gen c-kit de la
tirosinquinasa, se cree que tienen un papel patogenético central en, por ejemplo, los tumores

del estroma gastrointestinal.

Es una glicoproteina transmembrana que forma parte de receptor celular KIT. Se encuentra en
condiciones normales en numerosos tipos de células del organismo, entre ellas las células
pluripotenciales de la médula dsea, los melanocitos de la piel, las células del epitelio mamario,
células madre hematopoyéticas, mastocitos, células de Cajal y células germinales. El CD117 se
sobreexpresa en ciertos tipos de cancer, particularmente en el tumor del estroma

gastrointestinal.

El CD117 forma parte del receptor KIT. Este receptor transmembrana tiene como ligando al
factor SFC. La activacién del receptor KIT cuando se le une el factor SFC provoca una serie de
cambios estructurales en el receptor que activan la enzima tirosina quinasa. La tirosin quinasa
es una enzima que cataliza la fosforilacién de la tirosina, causando fosforilizacién de
numerosas proteinas, generando diferentes sefiales que actlan sobre importantes procesos

celulares, incluyendo proliferacién celular, apoptosis y diferenciacion.


https://es.wikipedia.org/wiki/Glicoprote%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9dula_%C3%B3sea
https://es.wikipedia.org/wiki/Melanocitos
https://es.wikipedia.org/wiki/Tumor_del_estroma_gastrointestinal
https://es.wikipedia.org/wiki/Tumor_del_estroma_gastrointestinal
https://es.wikipedia.org/wiki/Tirosina_quinasa
https://es.wikipedia.org/wiki/Enzima
https://es.wikipedia.org/wiki/Tirosina
https://es.wikipedia.org/wiki/Proliferaci%C3%B3n_celular
https://es.wikipedia.org/wiki/Apoptosis

2. HIPOTESIS

Nuestra hipétesis es que las CSMO juegan un papel importante en la regeneracion de lesiones
hepaticas y que este efecto estd mediado por la produccion de distintas citoquinas y factores
de crecimiento (SCF) que estimulan la activacién y proliferacion de células progenitoras

hepaticas o el reclutamiento de las CSMO (células c-kit) a nivel hepatico.

3. OBIJETIVOS

El objetivo principal de este estudio es estudiar la expresion de proteinas relacionadas con el
proceso de migracidon y “homing” de las CSMO (c-kit y SCF) en tejido hepatico en distintos tipos
de enfermedad hepatica: hepatopatia aguda vy hepatopatia créonica, comparandola con la

expresion de individuos sanos.

Este estudio se encuadra dentro de un estudio mas amplio del grupo de Patologia Digestiva del
IIS Aragodn que pretende conocer con mas profundidad el papel de las células “stem” de MO en
la regeneracién y reparacion del tejido hepatico en los diferentes tipos de enfermedad

hepatica humana, asi como sus posibles mecanismos de accion.

La consecucién de los objetivos mencionados permitiria conocer el papel regenerador de las
células “stem" en el higado. Estos estudios se podrian continuar con ensayos clinicos,
encaminados a favorecer la movilizacién de CSMO a sangre periférica en determinados casos
de enfermedad hepatica a fin de conseguir la regeneracién del tejido afectado, o bien a elevar
los niveles séricos a nivel periférico o hepdatico de determinadas citoquinas o factores de

crecimiento que favoreciesen una mayor regeneracién hepatica.



4. MATERIAL Y METODOS

4.1 PACIENTES

Se tomaron biopsias hepaticas por via trasyugular de un total de 21 pacientes del servicio de
Patologia Digestiva del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa previo consentimiento
informado y autorizacién por el Comité Etico de Investigacion Clinica de Aragén (CEICA). 8 de
los individuos presentaban en el momento de la biopsia hepatopatia aguda (Enfermos agudos)
y 7 hepatopatia cronica descompensada (Enfermos crénicos). Las muestras del grupo control
correspondieron a bloques parafinados de muestras de tejido hepdtico sano recogido de
higados donados para trasplante (n=6) y pertenecientes al archivo del servicio de Anatomia

Patolégica del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa.

4.2 ESTUDIO DE CKIT Y SCF POR INMUNOHISTOQUIMICA

Sobre las biopsias de tejido hepatico se determiné la expresion de SCF y c-kit mediante tincidn
inmunohistoquimica. Para ello, de las muestras embebidas en parafina se realizaron cortes de
4-um de grosor mediante micrétomo. Los cortes sobre portaobjetos fueron desparafinados
mediante aplicacion de calor durante 30 minutos a 60 °C, seguido de dos lavados de 5 minutos
en un bano de xileno, e hidratados mediante inmersidn en soluciones de concentraciones

decrecientes de etanol.

Para la recuperacion del antigeno se llevd a cabo la incubacion de los cortes en buffer citrato
(10 mM Tris-citrato de sodio, 1,9 mM 4&cido citrico, pH 6.0) calentandolos a media potencia en
microondas durante 15 minutos. A continuacién, la peroxidasa endégena fue inactivada
incubando las secciones 3 minutos en H202 con metanol al 3% (suministrado en el kit de DAKO
EnVision+System-HRP (DAB)), seguido del bloqueo de las reacciones inespecificas durante 1
hora a temperatura ambiente en TBS (Trizma base 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7.6) con BSA al
5%.

Para la determinacidon de SCF la tincidon inmunohistoquimica se realizé mediante incubacion
con el anticuerpo monoclonal de ratén anti-SCF humano (sc-13126, Santa Cruz Biotechnology,
Inc., diluido 1/50 en TBS) durante 60 min. a 4 C y en el caso de c-kit, la incubacidn se realizé
con el anticuerpo policlonal de conejo anti-CD117 humano (A4502, Dako Corporation, diluido

1/400) durante 40 min. también a 42C.



Para la deteccion de la sefial peroxidada se usoé un kit comercial de DAKO (DAKO Corporation,
CA, USA), EnVision+SystemHRP (DAB) generado para su uso con anticuerpos primarios de
raton y conejo, respectivamente. Finalmente las secciones fueron contrastadas con
hematoxilina durante 2 minutos. Para evaluar la especificidad de la técnica, se llevaron a cabo

controles negativos incubando los cortes de tejido hepatico en TBS sin anticuerpo primario.

Para cada preparaciéon se tomaron imdagenes de los 10 campos que presentaban un mayor
marcaje del anticuerpo mediante microscopio invertido Olympus (IX81) en campo claro con
objetivo de 10X y acoplado a una camara digital de color refrigerada Olympus (XC50-Cell*D).
Todo el procesamiento de las muestras y toma de imagenes fueron llevados a cabo por el

grupo de Patologia Digestiva y el servicio de Anatomia Patoldgica del IIS Aragdn.

Una vez obtenidas las imagenes para cada muestra se procedid a cuantificar el porcentaje del
area tenida para SCF o c-kit. Para ello se utilizé el software libre ImagelJ siguiendo la guia de
uso para cuantificaciéon de dreas. Para ello se sustrajo el fondo de la imagen, se seleccionaron
las areas tefiidas mediante ajuste de los valores umbrales de color, contraste y luminosidad y

se cuantificaron las areas seleccionadas. (Ver anexos).

4.3 ESTADISTICA

Los datos recogidos del ImageJ se recogieron en dos tablas de Excel, en las que se incluian el
nombre que identifica las muestras, el grupo al que pertenecian, el porcentaje de area tefida
para c-kit y SCF, en cada tabla. En el propio Excel se calculd la media de los porcentajes de area

tefiida en las imdagenes para c-kit y SCF para cada paciente.

Para el andlisis estadistico de los datos primeramente se realizé un analisis descriptivo para
cada variable a estudio. Posteriormente se analizd la normalidad de las variables mediante el
Test de Komolgorov-Smirnov. La comparacion de medias entre grupos independientes se
realizd, en los casos para dos grupos con el test de Kruskall Wallis. Para las variables que
siguieron distribucién normal se usd el test ANOVA, con contrastes a posteriori (post hoc) y
test de t. El nivel de significacion estadistica se establecié para un p valor menor a 0,05. Todos

los analisis se llevaron a cabo mediante el paquete estadistico SPSS.



5. RESULTADOS

El patron de tincién celular del anticuerpo contra el CD117, c-kit fue membranal y
citoplasmatico. Podemos verlo en la siguiente imagen (Figura 4) donde aparecen diferentes

células teiiidas a nivel de membrana y citoplasma.
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Figura 4. Corte histoldgico de higado de paciente con hepatopatia crénica. Tincidn celular del anticuerpo contra el
CD117 o c-kit (marrdn), x20.

El patrén de tincion celular del anticuerpo contra SCF, es citoplasmatico. Se puede comprobar

en la siguiente imagen (Figura 5).



Figura 5. Corte histolégico de higado de paciente con hepatopatia aguda. Tincion celular del anticuerpo contra
SCF (marroén). Vision en x20 aumentos. Imagen obtenida de del grupo de Patologia Digestiva del IIS Aragén.

En la siguiente tabla (Tabla 1) aparecen los datos descriptivos de cada variable que se estudié.
El nimero de pacientes estudiados para c-kit fue un total de 21 que se dividieron en agudos
(8), crénicos (7) y controles (6). En el caso del estudio de SCF el numero de pacientes totales

fueron 17 que se dividieron también en agudos (5), crénicos (6) y controles (6).

El porcentaje de drea que marcaba para c-kit fue mayor en pacientes con enfermedad hepatica
cronica frente a pacientes con hepatopatia aguda (Figura 6), siendo en pacientes con
enfermedad hepatica crénica (Figura 9) de 0,29 + 0,065 % y para pacientes con hepatopatia

aguda (Figura 8) de 0,13 + 0,018 %. Presentaron diferencias significativas entre si (p < 0,05).

También el porcentaje de drea que marcaba para c-kit fue mayor en pacientes con
enfermedad hepatica crénica frente a individuos sanos (Figura 6), siendo en pacientes con
enfermedad hepatica crénica (Figura 9) de 0,29 + 0,065 % y para individuos sanos (Figura 10)
de 0,12 + 0,036 %. Estos grupos presentaron también diferencias significativas entre si (p <

0,05).



Por otra parte, el area tenida por c-kit no difirié significativamente entre las muestras
procedente de pacientes con hepatopatia aguda y aquellas procedentes de individuos sanos
(grupo control) (Figura6), siendo en pacientes con hepatopatia aguda (Figura 8) de 0,13 +
0,018 % y para individuos sanos (Figura 10) de 0,12 + 0,036 % (p>0,05). Con estos datos
podemos decir que el grupo que presenté mas superficie teiiida fue el de pacientes con
enfermedad hepdtica crdnica, con una media superior a mas del doble que la media de

pacientes con hepatopatia aguda y la de los individuos sanos.

Tabla 1. N, media y error estandar (e.e.) de c-kit y SCF para cada grupo a estudio.

Grupo Medicion (% area) c-kit SCF
Media + e.e. 0,13+0,018 0,22 £ 0,068
Agudo
N 8 5
Media + e.e. 0,29 £ 0,065 0,26 £ 0,030
Cronico
N 7 6
Media + e.e. 0,11 £ 0,035 0,28 £ 0,054
Control
N 6 6

El porcentaje del drea teiida por SCF no fue significativamente (p>0,05) diferente en los
pacientes con enfermedad hepatica crdnica frente a los pacientes con hepatopatia aguda
(Figura 7), siendo en los pacientes con enfermedad hepatica crénica (Figura 12) de 0,26 +

0,031 % y para los pacientes con hepatopatia aguda (Figura 11) de 0,22 + 0,068 %.

El area tefiida por SCF no fue significativamente (p>0,05) diferente en los pacientes con
enfermedad hepatica crdnica frente a los individuos sanos (Figura 7), siendo en pacientes con
enfermedad hepatica crénica (Figura 12) de 0,26 +0,03 % y para individuos sanos (Figura 13)
de 0,28 £ 0,054 %. Su nivel de significacién es 0,782 (p=0,05), se interpreta como que no hay
diferencias significativas entre pacientes con enfermedad hepatica crdnica e individuos sanos

para SCF.

El area tefiida por SCF no fue significativamente diferente en los pacientes con hepatopatia
aguda frente a individuos sanos (Figura 7), siendo en pacientes con hepatopatia aguda (Figura
11) de 0,22 + 0,068 % y para individuos sanos (Figura 13) de 0,28 10,054 %. Su nivel de
significaciéon es 0,532 (p=0,05), este dato se interpreta como que no hay diferencias

significativas entre pacientes con hepatopatia aguda e individuos sanos para SCF.




A continuacidn y a partir de los datos obtenidos y estudiados en SPSS, se muestran dos
graficos, uno para c-kit (Figura 6) y otro para SCF (Figura 7). Ambos muestran en el eje de
ordenadas el porcentaje de area tefida y en el eje de abscisas los tres grupos estudiados

(Grupo Agudos, Grupo Crdénicos y Grupo Control). También se ha representado el error

estandar de cada variable.
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Figura 6. Porcentajes de areas marcadas de c-kit en los distitntos grupos a estudio y error tipico.
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Figura 7. Porcentajes de dreas marcadas de SCF en los distitntos grupos a estudio y error tipico.



Figura 8. Corte histoldgico de higado de paciente del
Grupo Agudos con tincidn para c-kit, x10.

Figura 9. Corte histolégico de higado de paciente con
enfermedad hepatica crdnica. Tincidn para c-kit, x10.

Figura 10. Corte histolégico de higado de individuo sano
con tincion para c-kit, x10.



Figura 11. Corte histoldgico de higado de paciente con
enfermedad hepatica aguda con tincion para SCF, x10.

Figura 12. Corte histolégico de higado de paciente con
enfermedad hepatica crénica con tincidn para SCF, x10.

Figura 13. Corte histoldgico de higado de individuo sano
con tincion para SCF, x10.



En los cortes tefiidos para c-kit, observamos que en las imagenes de pacientes con enfermedad
hepatica crénica (Figura 8) hay mas superficie tefiida que en las imagenes de pacientes con
hepatopatia aguda (Figura 9) y en imagenes de individuos sanos (Figura 10). También vemos la

similitud de superficie tefiida para pacientes con hepatopatia aguda e individuos sanos.

En los cortes tefiidos para SCF, vemos en las imagenes que tanto para pacientes con
enfermedad hepatica crénica (Figura 11), pacientes con hepatopatia aguda (Figura 12) e

individuos sanos (Figura 13) la superficie tefiida es similar.



6. DISCUSION

A partir de los resultados obtenidos podemos decir que no se encontraron diferencias
significativas para SCF entre los diferentes grupos de pacientes (crénicos, agudos y sanos).

En cambio, para c-kit, si se obtuvieron datos significativamente diferentes comparando agudos
con crénicos, y crénicos frente a controles. De los resultados obtenidos se deduce por tanto,
que c-kit se expresa mas en higado con enfermedad crénica que en hepatopatia aguda y que

en individuos sanos.

En estudios previos en los que se estudio la funcion de SCF y c-kit %, observaban su rol en la
respuesta celular en enfermedad aguda o crénica hepatica. Se vio que la expresion de mRNA
de c-kit se encontraba elevada en fallo hepdtico agudo, aunque los niveles variaban entre los
diferentes pacientes. En la enfermedad crénica, la expresion de mRNA de c-kit era similar a la
encontrada en higados sanos de donantes. Mientras que en ambos grupos (agudos y crénicos)
se encontraron células positivas para c-kit en dreas portales y septos fibréticos. Estos hallazgos
sugirieron que c-kit puede estar involucrado en la respuesta celular regenerativa en dafio

hepatico en humanos.

Los resultados de Pereira et al.,, en contraposicion a los obtenidos en este estudio,
encontraban la expresién de mRNA de c-kit mas elevado en pacientes con fallo hepatico
agudo, y nosotros hemos observado que c-kit se expresa mas en pacientes con enfermedad
hepatica crénica. . Estas diferencias entre estudios, pueden deberse en parte a que el estudio
de Pereira et al. analiza la expresion de c-kit a nivel de mRNA y no de la proteina expresada
como en nuestro caso, lo que implica que un aumento de mRNA no tienen por qué traducirse

directamente en una mayor expresion a nivel de la protéina

Un estudio previo demostré que SCF es inducido en la activacion temprana de las células
ovales. Los precursores de células ovales expresan tanto SCF como c-kit, sugiriendo que
pueden intervenir en un mecanismo autocrino, aunque el rol preciso de este sistema receptor-

ligando en la regeneracion hepatica no es del todo claro * (Figura 14).
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Figura 14. El dafio hepatocellular inicia una respuesta inmune en higado, que da lugar a la secrecion de una
mezcla compleja de citoquinas y quimioquinas. Estas sefiales promueven la infiltracién y/o expansién de las
células de Kupffer y las células hepaticas estrelladas. Cuando la regeneracion hepatica se encuentra bloqueada,
las células progenitoras hepaticas son reclutadas de médula 6sea a través de quimioatrayentes, como el SCF.

SCF y su receptor, c-kit, juegan un rol fundamental en supervivencia, proliferacion,
diferenciacién y migracion de células madre y pueden afectar similarmente a las células ovales.
En un estudio *° con modelos de induccidn de células ovales en roedores, se encontraron los
siguientes resultados. SCF es inducido tempranamente en la activacion de células ovales en
ratones a los que se les suministré 2-acetilaminofluoreno y se les realizé hepatectomia parcial
(2-AAF/PH), pero esto no es observado en ratones a los que se les realizé hepatectomia parcial

dnicamente .

En este estudio no se han encontrado resultados significativamente diferentes entre los grupos
de pacientes para SCF pero en el estudio de Tatematsu et a./ *° se encontré que SCF se inducia
tempranamente en los ratones 2-AAF/PH, a los que se inducia una hepatopatia crdnica. En
cambio en los que solamente se realizd hepatectomia parcial, causando un fallo hepatico
fulminante, SDF no aumentd. Las diferencias entre los dos estudios radican en que el de
Tatematsu et al. * se realizé con ratones. También hay que resaltar que al realizar una
hepatectomia parcial se provoca un fallo hepatico fulminante y en este estudio el grupo de

agudos presentaba una hepatopatia aguda.



La induccion de células ovales en ratas Ws/Ws (White spotting on the skin) es
significativamente suprimida, en las cuales la sefializacidon de c-kit esta severamente afectada
32

Una vez las células ovales aparecieron en las ratas Ws/Ws, la expresién de las proteinas
marcadoras especificas y la respuesta proliferativa de estas células fue similar a los controles.
Esto implicd que la sefial de transduccién mediada por c-kit no es esencial para el fenotipo o
proliferacién de células ovales. Resultd que el sistema SCF/c-kit juega un papel crucial en la
aparicidon de células ovales, bien regulando el nimero de células progenitoras hepdticas en

higado o induciendo a éstas la diferenciacion en células ovales.

Con los resultados del estudio de Matsuka et al. *°, se concluye que hay mas factores que
intervienen en la proliferacién de células ovales y migracion de CSMO, tales como VGF, SDF-1,

HGF.

El modelo de regeneracidn hepdtica mediada por células ovales propuesto por estudios
previos ** es el siguiente. Después de que el dafio hepético sea producido, el higado inicia una
respuesta inmune, secretando una cascada de citoquinas. Estas sefales promueven la
infiltracidn de células de Kuppfer y células estrelladas al area dafiada, y en situaciones donde la
regeneracién hepatica estd bloqueada, las células progenitoras hepaticas pueden ser
reclutadas de médula ésea mediante la liberacidon de quimioatrayentes como SCF. Las células
hepaticas progenitoras migran a higado e infiltran los Iébulos a través de los canales de Hering.
Estas células hepaticas progenitoras dan lugar a las células ovales, que responden a las
diferentes citoquinas liberadas por las células de Kupffer y las células estrelladas.

En este trabajo se ve como c-kit se expresa mas en enfermedad hepatica crénica que en aguda
o higado sano. Se podria decir, basado en otros estudios, que c-kit, al ser receptor de SCF,
promueve la regeneracion hepatica a través del reclutamiento de células madre de médula

dsea, aumentando la poblacidn de células ovales y diferencidandose a hepatocitos.

Teniendo en cuenta que c-kit es marcador tanto de célula progenitora hepatica como de célula
hematopoyética, se podria decir que una mayor expresion de c-kit en los enfermos crénicos
supondria una mayor presencia o proliferacién de uno u otro tipo de célula en este tipo de
enfermedad. Un dafio continuado en el tiempo llevaria al agotamiento de la capacidad
regenerativa de los hepatocitos, bien porque ya no pueden proliferar mas o bien porque el

dafio celular es tal que no pueden llegar a cabo dicha funcién.



Llegados a este punto, en el que la capacidad regenerativa de los hepatocitos es insuficiente, el
aumento de la presencia de c-kit en higado significaria la activacién y proliferacién de células

ovales o bien el reclutamiento o “homing” de células madre hematopoyéticas de médula dsea.

Existe una relacidon entre el sistema hematopoyético y el higado que apoyaria el origen
extrahepatico de células progenitoras hepaticas. Los marcadores clasicos hematopoyéticos
(Thy-1, c-kit y CD34) se expresan en la superficie de células ovales. Adicionalmente, el
trasplante de médula dsea de células madre hematopoyéticas purificadas (c-kit+, Lin- y Sca-1+)
salvd a ratones con deficiencia de fumarilacetoacetato, un modelo animal con tirosinemia fatal
hereditaria tipo 1. Los trasplantes de médula dsea e higado entre géneros o entre razas de

ratones han identificado células de médula dsea capaces de repoblar el higado.

Estos resultados han sido respaldados por estudios humanos, obteniendo biopsias de higado
de receptores trasplantes terapéuticos de médula dsea de género cruzado, quienes mas tarde

desarrollaron dafio hepdtico crénico debido a enfermedad recurrente.

El andlisis para la presencia del cromosoma Y en células de hepaticas mostraron que las células
derivadas de médula dsea daban lugar a hepatocitos solamente, o bien hepatocitos y
colangiocitos.

Alison et al. ® encontré una frecuencia relativamente baja de hepatocitos positivos para el
cromosoma Y (0,5-2%), mientras que Theise et al. encontrd que, incluso en mild condiciones,
habia un engraftment significativo (5-21% para hepatocitos y 4-18% para colangiocitos.

Por otra parte, en casos de dafio severo, Theise et al. % encontré que hasta el 64% de
hepatocitos periportales y el 38% de colangiocitos, eran derivados de donante. Asi, las células
hematopoyéticas son capaces de migrar a higado y diferenciarse en hepatocitos tanto en

ratones como en humanos; aun asi el rol concreto de estas células permanece desconocido.

El origen de las células ovales sigue siendo un tema controvertido y serian necesarios mas
estudios para discernir si el marcaje de c-kit es de célula oval o de célula hematopoyética.

Sell et al. *? planted una hipétesis en la que hay tres niveles de células proliferativas en higado.
Estas son: el hepatocito maduro; una célula madre determinada del tejido, originada
endégenamente en el higado adulto en los ductos biliares terminales; y una célula madre
multipotente, que puede ser derivada exdgenamente de células madre de médula dsea

circulantes. La relacion directa que une células madre hepaticas derivadas de médula dsea y/o



“hepatic colony-forming unit in culture” (H-CFU-C's) y células ovales no ha sido

definitivamente probada.

Al no encontrarse diferencias en SCF para los diferentes grupos, y no coincidir con las
variaciones en c-kit, podemos decir que no estan asociadas a la expresién de dicho factor y que
otros mecanismos podrian estar implicados.

También convendria estudiar qué otras vias intervienen en las variaciones de SCF, ya que no

varian junto con c-kit.

Recientemente se han publicado estudios preliminares mediante la infusiéon de factores de
crecimiento de médula dsea (factor estimulante de granulocitos; G-CSF) en pacientes con el
sindrome de insuficiencia aguda sobre crdnica, y con la infusidn de células progenitoras de
médula 6sea (CD133) en hepatopatias cronicas con fines regenerativos (96-99). Los resultados
clinicos, al igual que ha ocurrido en otros érganos solidos (corazén, pancreas, intestino),
sugieren que la regeneracidn tisular es un proceso mas complejo y dependiente de la

cooperacidn especifica entre diferentes estirpes celulares **3% 3% 3¢,



7. CONCLUSIONES

1- La expresién de c-kit en el grupo de crénicos es significativamente mas elevada que en el
grupo de pacientes con hepatopatia aguda y el de individuos sanos. Esto sugiere que en las
hepatopatias crénicas tienen lugar procesos de reclutamiento de células hematopoyéticas u

activacion de célulales ovales.

2- La diferencia no significativa entre el grupo de agudos y controles nos lleva a pensar que en
el caso de los agudos, el dafio puede suplirse con la replicacién de los hepatocitos y no se lleva
a cabo activacion y proliferaciéon de células ovales o migracion de células madre de médula

Osea.

3- La expresidon de SCF no presentd diferencias significativas entre ninguno de los tres grupos.
Esto sugiere que la variacién de la expresion de c-kit es independiente de SCF y que deben

intervenir otras vias que convendria estudiar.
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9. ANEXOS

9.1 RECUENTO DE CELULAS TENIDAS

Una vez se seleccionaron las imagenes mas tefiidas de cada paciente se procedié al recuento
de células tefiidas. Para ello se utilizé un programa informatico llamado Imagel.

Se abrieron las imdgenes con el programa Image)

El primer paso era sustraer el fondo de la imagen para hacer el contraste de la tincion mas

evidente.
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Figura 15. Programa Image). Paso: Sustraer el fondo de la imagen.

El siguiente paso era afadir un filtro y ajustar los limites de la imagen: matiz, contraste y

luminosidad para seleccionar las zonas tefiidas.
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Después de la seleccion se midid el area seleccionada y se pasaron los datos a un documento

Excel.

Figura 16. Programa ImagelJ. Paso: Anadir filtro y ajustar matiz, contraste y luminosidad.

Figura 17. Programa Imagel). Paso:

medicidn del area seleccionada.




