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RESUMEN

En los ultimos afios se ha demostrado la participacién tanto de células progenitoras hepaticas
(CPH) como de células stem de médula ésea (CSMO) en los procesos de regeneracion hepatica.

Sin embargo, se desconoce el papel de cada tipo celular en la respuesta ante el dafio hepatico.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la proporcion de CSH (células stem
hematopoyética) y CPH a nivel hepatico y en sangre periférica tanto en enfermedad hepatica
aguda como en crénica y determinar los niveles séricos y la expresion en tejido hepatico de los
factores de crecimiento que parecen implicados en su activacion y migracion.
Prospectivamente, se recogié sangre periférica de 22 pacientes con hepatitis aguda, 25 con
cirrosis hepatica, 8 pacientes con fallo agudo sobre crénico (ACLF) y 16 individuos sanos y se
determind mediante citometria de flujo el porcentaje de células positivas para los marcadores
CD34, CD133, VEGFR, CXCR4 y cKit. Sobre muestras de suero de los mismos pacientes se
determinaron mediante ELISA los niveles de HGF (hepatocyte growth factor), VEGF (vascular
endotelial growth factor), IL6, IL8, SDF1 (stromal derived factor), SCF (stem cell factor), MMP9
(metaloproteinasa de la matriz) y PDGF (platelet derived growth factor). Sobre muestras de
tejido hepatico de 8 pacientes con hepatitis aguda grave, de 7 con cirrosis hepatica y de 6
individuos sanos, se realizaron tinciones inmunohistoquimicas con anticuerpos especificos

anti-CD34, anti-cKit y anti-SCF.

Los pacientes con hepatitis aguda presentaron un mayor porcentaje (p<0,05) de precursores
hematopoyéticos (CD34+) y endoteliales (VEGFR+) en sangre periférica que los individuos
sanos, mientras que en los pacientes con cirrosis hepatica y con fallo agudo sobre crénico no
se objetivaron diferencias significativas respecto al grupo control. En cuanto a los factores
implicados, los niveles séricos de HGF, VEGF, SDF1, IL-6 e IL-8 fueron significativamente
superiores (p<0,05) en los pacientes con hepatitis aguda y con ACLF frente a los individuos
control. En los pacientes con cirrosis, los resultados fueron similares, a excepcién de los niveles
de VEGF y PDGF que fueron inferiores (p<0,05) al de los controles. En el estudio realizado en
tejido se detectd un marcado incremento de células CD34+ localizado en los sinusoides
hepaticos en los pacientes con hepatitis aguda, que no se detectd en los pacientes con
hepatopatia crénica ni en individuos sanos. Los pacientes cirrdticos presentaron una mayor
expresion (p<0,05) de cKit (CPH) en higado (region periportal) con respecto a los individuos

sanos. A nivel de tejido hepatico la expresidn de SCF fue similar en los 3 grupos.



Los resultados obtenidos sugieren que la implicacién de células precursoras en la lesion
hepatica es distinta segun el tipo de lesidn. La hepatitis aguda induce, a través de la secrecién
de una serie de citoquinas, la movilizacién de precursores hematopoyéticos que parecen
participar en la reparacion tisular, sobre todo a nivel sinusoidal, mientras que en la

hepatopatia crénica se produce un incremento de progenitores hepaticos.

PALABRAS CLAVE

Célula stem; hepatitis aguda; cirrosis hepatica; regeneracion hepatica; precursor

hematopoyético; precursor endotelial; células progenitoras hepaticas.



ABSTRACT

Last years, it has been demonstrated the participation of both liver progenitor cells (CPH) and
bone marrow stem cells (CSMO) in the processes of liver regeneration. However, the role of
each cell type in response to liver damage is unknown. The aim of this work was to study the
proportion of hematopoietic stem cells (CSH) and CPH in liver tissue and peripheric blood, both
in acute and chronic liver disease, and determine the serum levels and the expression in liver

tissue of the growth factors implicated in their activation and migration.

Prospectively, peripheric blood was collected from 22 patients with acute hepatitis, 25 with
liver cirrhosis, 8 with acute on chronic liver failure (ACLF) and 16 healthy controls, and it was
determined with flow citometry the percentage of CD34, CD133, VEGFR, CXCR4, and ckit
positive cells. In serum of the same patients it was determined by means of ELISA the levels of
HGF (hepatocyte growth factor), VEGF (vascular endotelial growth factor), IL6, IL8, SDF1
(stromal derived factor), SCF (stem cell factor), MMP9 (matrix metalloproteinase) and PDGF
(platelet derived growth factor). The expression of SCF, CD34 and ckit was determined by
immunohistochemical staining of histological sections of liver biopsies of 8 patients with acute

hepatitis, 7 with liver cirrhosis and 6 healthy controls.

The patients with acute hepatitis showed a higher percentage (p<0,05) of hematopoietic
(CD34+) and endotelial (VEGFR+) precursors in peripheral blood tan healthy controls, while in
patients with liver cirrhosis and ACLF no significative differences with control group were seen.
Regarding to the implicated factors, serum levels of HGF, VEGF, SDF1, IL-6 and IL-8 were
significantly higher (p<0,05) in patients with acute hepatitis and ACLF than in healthy controls.
In patients with liver cirrhosis, the results were similar, except for the levels of VEGF and PDGF
that were lower (p<0,05) than in controls. In liver tissue, the results showed a higher
expression of CD34+ cells in liver sinusoids of patients with acute hepatitis, which was not seen
in the other groups. Patients with liver cirrhosis showed, however, a higher expression
(p<0,05) of ckit (marker of CPH) in periportal area, in comparison with the controls. SCF

expression in liver tissue was similar in the three groups.

Our results suggest that the implication of progenitor cells in liver damage is different
depending on the type of injury. Acute hepatitis induces, through the secretion of several
cytokines, the mobilization of hematopoietic precursors that seem to contribute to tissue
repair, overall at sinusoidal level, while in liver cirrhosis there is an increase in liver progenitor

cells.



KEY WORDS
Stem cell; acute hepatitis; liver cirrhosis; liver regeneration; hematopoietic precursor;

endotelial precursor; liver progenitor cells.



MARCO TEORICO

El higado tiene una amplia gama de funciones, que incluyen la sintesis, el metabolismo, el
almacenamiento y la redistribucion de aminoacidos, proteinas, carbohidratos, grasas y
vitaminas. También desempefia un papel importante en la detoxificacién: a través de la
eliminacidn de residuos y de xenobidticos, mediante la fragmentacidon de sustancias tdxicas,
hemoglobina, insulina y otras hormonas, y de los metabolitos de los farmacos; mediante la
conversion del amonio en urea; y mediante la produccidn y excrecion de bilis. La mayoria de
estas funciones son llevadas a cabo por los hepatocitos, que representan el 70-80 % de las
células hepaticas. El resto lo forman las células no parenquimatosas, que incluyen a las células
de Kupfer, las células estrelladas, las células endoteliales sinusoidales, las células biliares
epiteliales, linfocitos y las células ovales?.

El higado es el Unico 6rgano que puede regenerarse de forma completa después de una lesion
en mamiferos. Su notable capacidad para auto-repararse y regenerarse después del dafno
tisular ha sido reconocida desde el mito de Prometeo, en la antigua Grecia. La regeneracion
hepatica es un proceso complicado, que se acompafia de una complicada red de comunicacién
de sefiales intercelulares y extracelulares altamente reguladas entre si. Cuando el higado es
sometido a cirugia, a sustancias téxicas o a una infeccidn virica, él mismo tiene una
extraordinaria habilidad regenerativa para restaurar la masa hepatica funcional. La lesion
hepatica induce la activacién de una serie de mecanismos de reparacién que conlleva
importantes cambios, como son la activacién de células no parenquimatosas, y la produccién y
activacion de multiples citoquinas y factores de crecimiento. Estos factores activan la
proliferaciéon de hepatocitos y de células no parenquimatosas, y también favorecen la
recuperacion y el restablecimiento de su arquitectura tisular. La respuesta regeneradora
finaliza cuando el higado recupera su volumen y funcidn habitual. Asi pues, la regeneracion
hepatica es en realidad una hiperplasia compensadora, mediada por la proliferacion de los
hepatocitos supervivientes. Sin embargo, cuando la proliferacion de estos hepatocitos es
atenuada o resulta insuficiente, el higado es repoblado gracias a la induccidn, proliferacion y
diferenciacién del compartimento de células progenitoras®. Los estudios de regeneracion
hepatica se basan en su mayor parte en el modelo animal de lesidn hepatica tras
hepatectomia.

En el ser humano, la enfermedad hepatica es frecuente y aunque los agentes causales pueden

ser multiples, desde el punto de vista sindromico se puede dividir en enfermedad hepatica



aguda, enfermedad hepatica crénica y fallo agudo sobre crénico (ACLF, acute on chronic liver

failure).

FALLO HEPATICO AGUDO (FHA)

El termino fallo hepatico agudo se aplica en la practica hepatolégica a un sindrome raro y
altamente especifico, caracterizado por una alteracién aguda de las pruebas de laboratorio de
un individuo sin ninguna hepatopatia crénica de base. Este proceso esta asociado al desarrollo
de una coagulopatia de origen hepatico, y clinicamente a una alteracidon de la consciencia
secundaria a encefalopatia hepatica®.

Las causas mas comunes de FHA en Europa y EEUU son la intoxicacién por paracetamol, la
infeccién por el virus de la hepatitis B (VHB) y la lesidn inducida por farmacos (DILI)*. Por el
contrario, en Asia, Africa y la zona mediterranea, la hepatitis viral es la principal causa de FHO.
Con la pérdida progresiva de la funcién hepatica, el FHA evoluciona a encefalopatia hepatica,
coagulopatia y fallo multiorganico en un periodo corto de tiempo. Independientemente del
tipo inicial de lesion hepatica y de su etiologia, el FHA propulsa una serie de eventos que
inducen la necrosis hepatocelular y la apoptosis, reduciendo la capacidad regenerativa del
higado. La pérdida masiva de hepatocitos reduce la capacidad funcional del higado para el
metabolismo de la glucosa, lipidos y proteinas, y la sintesis de factores de la coagulacion, que
Ilevan a la aparicidn de encefalopatia, coagulopatia, infecciones y fallo renal y multiorganico.
De hecho, el patron de muerte celular puede ser relevante, ya que la necrosis o la apoptosis
parecen ser especificas para las distintas causas y estar asociadas con el prondstico clinico’.
Ante una lesion celular masiva, la deplecién de ATP lleva a necrosis, la cual tipicamente
conlleva inflacién local, induccion de la expresidn de citoquinas y migracion de células
inflamatorias. La capacidad regenerativa del higado depende del sexo, de la edad, del peso y
de la historia previa de enfermedades hepaticas.

El diagndstico de FHA suele establecerse por criterios clinicos basandose en la anamnesis y en
las alteraciones analiticas, sobre todo el inicio agudo y la elevacién de transaminasas. Pocas
veces es necesaria la realizacién de una biopsia hepatica para confirmar el cuadro.

La insuficiencia hepatica aguda grave (IHAG) es un sindrome poco frecuente, expresion
maxima del fracaso de las funciones del higado, que se presenta de forma aguda en un
individuo previamente sano. Por tanto, excluye los cuadros de insuficiencia hepatica terminal
qgue aparecen de forma relativamente brusca en un paciente portador de hepatopatia previa
tras un proceso sobreafiadido (ACLF), o las manifestaciones terminales espontaneas de un
paciente con cirrosis®. Histoldgicamente, es una entidad que se caracteriza por la inflamacién

aguda con necrosis del parénquima hepatico. Su etiologia es variada: infecciosa, alcohdlica,
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por farmacos y téxicos, metabdlica y autoinmune. El cuadro clinico de esta entidad puede ser
muy variado, y depende sobre todo del intervalo ictericia-encefalopatia.

En el caso de la hepatitis virica, el prondstico suele ser bueno en la mayoria de los casos. El
riesgo de evolucidn a cronicidad es distinto para cada tipo. Para las hepatitis A y E es nulo,
siendo cercano al 5 % en el caso de la hepatitis B en individuos inmunocompetentes, y superior
al 70 % en la hepatitis C’. Antes de la introduccién del trasplante hepdtico, la mortalidad de la
IHAG alcanzaba en algunas series el 80-90%°. Por tanto, una precisa predicciéon del curso
clinico es clave para el manejo del paciente y la toma de decisiones. El trasplante hepatico es el
ultimo tratamiento en pacientes con FHA, cuando el tratamiento conservador falla y el
desenlace letal es inminente. Es por ello que la evaluacién de las probabilidades de un
paciente para tener un curso clinico fatal es importante de cara a su inclusion en la lista. La
encefalopatia hepatica ha sido considerado tradicionalmente un importante indicador
prondstico. Hoy en dia, el uso de escalas prondsticas estandarizadas es clave en tiempos de
escasez de donantes y para evitar el trasplante en pacientes que podrian recuperarse
completamente sin necesidad de TOH®. El MELD (Model for End Stage Liver Disease) fue
disefiado inicialmente para predecir la supervivencia después de la colocacién de un TIPS
(shunt porto-cava transyugular) en pacientes cirrdticos; en los uUltimos afios ha demostrado en
algunos estudios ser superior a otros modelos mas usados como los de King’s College o los de

Clichy para la prediccion de FHA®.

CIRROSIS HEPATICA

La cirrosis hepatica es un diagndstico patoldgico caracterizado por la presencia de fibrosis
difusa, disrupciéon grave del flujo arterial venoso y arterial, hipertension portal y, por ultimo,
fallo hepatico®®. El diagndstico de cirrosis hepatica puede llevarse a cabo por distintas
circunstancias: el hallazgo de estigmas caracteristicos (hepatomegalia o esplenomegalia
palpable, arafias vasculares, telangiectasisas, ictericia, asterixis, etc...), por anomalias de
laboratorio (aumento de transaminasas, trombopenia, anemia, hipoalbuminemia, alteraciones
de la coagulacidn...), o por signos de descompensacion (ascitis, encefalopatia, hemorragia
digestiva alta).

La historia natural de la cirrosis se caracteriza por una fase asintomatica, denominada cirrosis
hepatica compensada, seguida por una fase sintomatica y rapidamente progresiva, en la que
se manifiestan complicaciones derivadas de la hipertension portal y de la insuficiencia
hepatica. Esta Ultima fase se conoce como cirrosis hepdtica descompensada'®. Durante el
primer periodo el enfermo permanece asintomatico; de hecho, esta fase puede permanecer

oculta durante afios. La transicién de una fase compensada a otra descompensada sucede
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cuando uno de los siguientes fendmenos ocurre: presencia de ascitis, hemorragia por varices
y/o encefalopatia hepatica. La progresion de esta enfermedad va a depender directamente de
la causa y de su posible tratamiento.

La fibrogénesis hepatica es un proceso complejo de reparacién tisular del higado ante un dafio
hepatocelular mantenido, en el que intervienen diversos tipos celulares y citoquinas
profibrogénicas. Tras producirse el dafio agudo, los hepatocitos se regeneran y sustituyen el
tejido necrdtico restableciendo la arquitectura hepatica normal. Durante este proceso, se
depositan una serie de proteinas en la matriz extracelular, sobre todo colageno. Ademas se
produce una respuesta inflamatoria. Este colageno sirve de sostén para los hepatocitos
regenerados®l. Sin embargo, si el dafio se mantiene en el tiempo, el proceso reparativo
continta, lo que conduce a una disminucién de la capacidad de regeneracion hepatica.
Ademas, la produccién de matriz aumenta, depositandose de forma desorganizada, y
sustituyendo a la poblacidn de hepatocitos. En fases avanzadas, las bandas de colageno dan
lugar a los conocidos como “puentes de fibrosis”, cuya aparicion precede a la formacion de
nodulos de regeneracion y al desarrollo ultimo de fibrosis. Inicialmente, la fibrogénesis es
contrarrestada por la eliminacion del exceso de matriz por enzimas porteoliticas como son las
metaloproteinasas de la matriz!2.

Las principales consecuencias clinicas de la cirrosis son el deterioro de la funcion hepatica, el
aumento de las resistencias intrahepaticas (hipertensién portal) y el desarrollo de carcinoma
hepatocelular (HCC). Tradicionalmente, la cirrosis y la distorsidon vascular que le acompafia
eran consideradas irreversibles, pero datos recientes sugieren que su regresion es posible!3.
Debido a su bajo nivel de complejidad y a su relativamente buen valor predictivo positivo, la
clasificacién de Child-Pugh-Turcotte ha sido ampliamente usada, de cara a caracterizar el grado
de dafio hepatico y a predecir el prondstico de pacientes con cirrosis, basandose en
pardmetros clinicos y bioquimicos!*. Mds recientemente, y debido a la presién en la asignacién
de los escasos donantes de higado, el MELD (Model of End Stage Liver Disease) se desarrollo
para evaluar de una forma mds precisa la mortalidad a corto plazo®. Estd basado en una
formula matematica que incluye la creatinina, la bilirrubina y el INR.

La transicién de la fase compensada a la descompensada se asocia con un aumento en la
mortalidad a corto plazo (3-5 afios), y se recomienda llevar a cabo una evaluacién para la
realizaciéon de un trasplante ortotdpico hepatico (TOH)!*. En caso de que la cirrosis esté
originada por una causa tratable (alcohol, hepatitis virica crénica, obesidad, etc.), los pacientes
pueden tener una regresion de una fase descompensada a otra compensada. Las tasas de

supervivencia al afo para pacientes con cirrosis Child A, B 'y C son 100, 80 y 45 %,
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respectivamentel’. Una vez que tiene lugar la descompensacion, la mortalidad sin trasplante

puede llegar al 85% a los 5 afos.

FALLO HEPATICO AGUDO SOBRE CRONICO (ACLF)

Este heterogéneo sindrome esta caracterizado por una serie de anomalias hepaticas agudas y
graves, que puede estar causado por distintas causas, en pacientes con enfermedad hepatica
cronica subyacente o cirrosis. En 2009, la Asociacion Asio-Pacifica para el Estudio del Higado
(APASL) definié esta entidad como un insulto hepatico agudo manifestado en forma de
ictericia y coagulopatia, complicado en 4 semanas por ascitis y/o encefalopatia'®. Desde 2014
esta definicion se completd para incluir “con una alta tasa de mortalidad a los 28 dias”*8.
Recientemente la Asociacién Europea para el Estudio del Higado (EASL), propuso definirlo
como una descompensacién hepdtica aguda que resulta en fallo hepatico (ictericia y
prolongacion del International Normalized Ratio (INR)) acompafiado de uno o mas fallos
orgénicos extrahepaticos®. Esta variedad de definiciones dificulta predecir qué proporciéon de
pacientes con cirrosis cumple los criterios para ser incluido en esta entidad tan heterogénea.
Cabe destacar que ACLF puede ocurrir tanto en pacientes con cirrosis compensada como
descompensada, y también en pacientes con enfermedad hepdtica crénica subyacente sin
cirrosis.

La prevalencia de los posibles causantes varia en funcion del drea geografica. Las principales
causas objetivadas en el estudio CANONIC fueron las infecciones bacterianas y el alcoholismo,
mientras que en China fue el virus de la hepatitis B (VHB)'. Sin embargo, y a pesar de una
busqueda exhaustiva, en el 20-45 % de los casos no se establece la causa.

La inflamacion sistémica es el principal mecanismo fisiopatolégico del ACLF; el recuento de
leucocitos y los niveles de proteina C reactiva (PCR) y de moléculas pro-inflamatorias como la
interleuquina (IL)-6, IL-1B y la IL-8 estdn elevados en estos pacientes®. En la actualidad no
existen modelos animales de ACLF, motivo por el cual los resultados obtenidos en estudios
translacionales son importantes para considerar. Recientemente se ha demostrado que en
estos pacientes, ademads de una marcada inflamacion sistémica, se desarrolla en paralelo una
inmunosupresion de los monocitos/macréfagos, lo cual explicaria en parte el alto riesgo de
infecciones nosocomiales que poseen los pacientes con ACLF2.

El score SOFA fue el modelo usado para el diagndstico de fallo orgéanico, ya que ha sido usado
ampliamente en pacientes en estado critico y es superior al MELD a la hora de predecir el
prondstico en pacientes con cirrosis descompensada con fallo orgdnico'®. La presencia y el

numero de fallos orgénicos se han asociado a la mortalidad a los 28 y a los 90 dias. Ademas,
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alguna disfuncidn organica como el fallo renal y la encefalopatia hepatica moderada, cuando
se asocian a un fallo organico, también son factores de mal prondstico. En este contexto, los
criterios diagnodsticos de ACLF se establecieron en funcién de la presencia, tipo y nimero de
fallos organicos. La gravedad se dividié en distintos grados, en funcién del nimero de fallos
orgénicos, en ACLF grado 1, 2y 3, y la mortalidad se correlaciona con la gravedad?®.

En contraste con la cirrosis hepatica descompensada, el ACLF tiene una alta tasa de mortalidad
a corto plazo, simulando el prondstico del fallo hepatico agudo. Segun el previamente
mencionado estudio CANONIC la mortalidad global a los 28 dias fue del 33%, llegando en el
caso del estadio mas avanzado, el estadio 3, al 73 %'°. Por tanto es de vital importancia
estratificar a los pacientes de acuerdo a su prondstico, de cara a monitorizar la respuesta al
tratamiento, determinar la urgencia para el trasplante, decidir su traslado a una unidad de
cuidados intensivos y también para disponer de una base racional para decidir su futilidad.

El trasplante hepatico (TOH) es el tratamiento definitvo para pacientes con ACLF. Por tanto, si
no existe contraindicacion, todos los pacientes con ACLF deberian ser evaluados para TOH. Sin
embargo, el uso del TOH en este contexto esta condicionado por la escasez de érganos y por la
alta frecuencia de contraindicaciones que estos pacientes presentan. Como puente al TOH, se
han propuesto como nuevas opciones terapéuticas una serie de sistemas de soporte hepatico
extracorporeos, sobre todo didlisis con albumina y/o intercambiadores de plasma (sistema
MARS). Sin embargo, la gran heterogeneidad de los pacientes incluidos hace dificil evaluar la
utilidad de estos dispositivos en pacientes con ACLF. Recientemente se han propuesto terapias
innovadoras basadas en los efectos regenerativos e inmunomoduladores del higado,
incluyendo la administracidon de factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) vy el
trasplante de células stem (CS). Ambas terapias han mostrado resultados esperanzadores, pero
el escaso niumero de participantes hace que el optimismo al respecto sea por el momento

limitado.

PROCESO DE REGENERACION HEPATICA

La lesidn hepatica causa una serie de cambios significativos en la expresion y en la actividad de
una lista de mediadores de sefial producidos por las células hepaticas, por las glandulas
endocrinas y por las plaquetas por distintas vias: autocrina, paracrina, yuxtacrina y endocrina.
La mayoria de estas moléculas de sefial son precursores inactivos que deben ser procesados
posteriormente a una forma madura mediante proteasas activadas en la matriz extracelular o
en la membrana de las células vecinas. La progresidon de la regeneracion del tejido dafnado es

coordinada por la intercomunicacién entre hepatocitos y células no parenquimatosas,
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influenciada también por glandulas endocrinas, por la inervacion simpatica y por la circulacion
sanguinea. Esta regeneracion puede dividirse en varias fases.

En la fase inicial, la lesion induce la liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
lipopolisacéarido (LPS) que inducen la activacidon del complemento, el cual a su vez estimula la
produccidn de citoquinas como factor de necrosis tumoral a (TNF- a) e interleuquina-6 (IL-6).
Estas son responsables, entre otros, de introducir a los hepatocitos quiescentes en el ciclo
celular (paso de GO a G1), de iniciar la transcripcidn de los genes tempranos y de sensibilizar a
los hepatocitos para los efectos proliferativos de los factores de crecimiento?*? (Figura 1).

La siguiente fase seria la fase proliferativa. La mayoria de los factores de crecimiento suelen
ser sintetizados como precursores inactivos unidos a la matriz extracelular o integrados en la
membrana. La activacién de las proteasas extracelulares y la degradacién de la matriz ocurren
en las primeras horas previas a la sintesis y division del DNA de los hepatocitos; estos factores
de crecimiento son liberados y activados desde la vecina matriz o desde la membrana celular
por la proteasa extracelular’. Estos factores activados unidos a sus correspondientes
receptores guian a las células hepaticas a la replicacién del DNA y a la mitosis.

Entre los factores implicados se incluyen al factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-1),
sintetizado principalmente por los hepatocitos; el factor de crecimiento hepatocitario (HGF),
sintetizado en su mayoria por las células stem de médula ésea (CSMO) pero también por los
hepatocitos, realiza sus funciones mediante su receptor c-met; y la familia de los factores de
crecimiento epidérmico (EGF). La unién de HGF a su receptor c-met induce la activacién de la
fosforilacién de la B-catenina y su traslocacion al nucleo. EFGR, el receptor de EFG, también es
un importante potenciador de la sefializacion Wnt/B-catenina, via molecular clave en la
regeneracidn hepdtica, prolongando ademas sus efectos mitogénicos®>.

Durante la fase remodeladora, después de la division celular, los hepatocitos se unen en
racimos que ya no se asocian con los sinusoides. Las recién nacidas células endoteliales viajan
a lo largo de estos racimos para formar los nuevos sinusoides que mas tarde se alinearan con
los hepatocitos. Se cree que en este proceso tienen gran importancia el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y su receptor, VEGFR?*®. Mientras tanto, las células biliares
epiteliales reconstruyen el arbol biliar en los espacios porta. La sintesis de la nueva
vascularizacion, de la matriz extracelular y del arbol biliar posteriormente restablece la
arquitectura tisular.

La fase final comienza cuando la masa hepatica recupera su volumen normal. El aumento en la
sefial de la activina A, la apoptosis y la disminucion de la expresién y de la activacién de los
factores promotores de la proliferaciéon debido a las restablecidas matriz extracelular y

arquitectura tisular provocan la finalizacion de la regeneracion hepatica?’.
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El higado tiene una especial capacidad regeneradora para restablecer la masa funcional
hepatica después de que se produzca una lesion en el mismo; sin embargo, bajo determinadas
condiciones patoldgicas, la regeneracién del higado no es auténoma, por lo que el estudio de
la patogenia del higado enfermo es clave de cara a proveer de nuevos métodos de curacién de
pacientes con enfermedades hepaticas.

Una vez el tejido hepatico ha sido dafiado, se ha visto que la respuesta proliferativa tiene lugar
a tres niveles: en primer lugar, a través de la ya vista proliferacién de hepatocitos maduros;
posteriormente, mediante la activacion de células progenitoras de los canaliculos biliares
(células ovales en el modelo murino); y finalmente, mediante la accion de células stem

circulantes originadas en la médula ésea (CSM0)%2,

Céls Kupffer

=

Céls. Prglenitoras

ECM, VEGF Remodelacion

Figura 1. Proceso de regeneracion hepatica.

En la mayoria de los distintos tipos de lesiéon hepatica, el hepatocito maduro es la mayor
fuente de células hepaticas encargada de la regeneracidon y reparacién del higado. Por
ejemplo, después de una hepatectomia parcial, el hepatocito es el encargado de restaurar la
masa celular hepdtica mediante el ciclo celular y la mitosis®. Sin embargo, en otros tipos de
lesion, como son las hepatitis crénicas virales, poblaciones de células progenitoras

intrahepdticas son movilizadas y contribuyen activamente en las respuestas regenerativas°.
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Este compartimento celular intrahepatico parece surgir de las llamadas células progenitoras
hepaticas (CPH) (llamadas células ovales en el modelo murino), localizadas en el canal de
HeringL.

Ademas de estas poblaciones intrahepaticas, existe otra fuente de células con potencial
hepatico, que se encuentra en la médula désea. Esta poblacién celular ha demostrado ser capaz
de diferenciarse a hepatocitos maduros tanto in-vitro®? como in vivo®3. Sin embargo, la
verdadera naturaleza de los tipos celulares y de las sefales implicadas en la iniciacion de la
respuesta, en el mecanismo de anidacion y, mas importante, el papel fisioldgico y la relevancia

de este fendmeno siguen sin ser aclarados.

CELULAS PROGENITORAS HEPATICAS (CPH)
Durante muchos afios, han existido dudas acerca de la existencia de un compartimento de

3435 La capacidad del higado para regenerarse ha sido

células progenitoras hepaticas
reconocida desde hace tiempo. Los hepatocitos, que normalmente en el adulto se encuentran
en fase quiescente, entran en su ciclo de crecimiento siguiendo una respuesta bien
coordinada. Durante este proceso regenerativo normal, las células progenitoras no
contribuyen al reemplazo de células hepaticas. Sin embargo, tras producirse una necrosis
hepatica masiva en respuesta a una variedad de tratamientos tdxicos*®, o cuando los
hepatocitos son incapaces de proliferar, surge una poblacion de células progenitoras
intrahepaticas. En ausencia de proliferacién por parte de las células propias, la regeneracion
del drgano dafiado requiere la presencia de una poblacion de células progenitoras,
caracterizada por la capacidad para proliferar, autorenovarse y diferenciarse en las células
fenotipicas del 6rgano en cuestion. Entre estas células progenitoras, se encuentra una
poblacién localizada en el propio parénquima hepatico. Se conocen como células ovales en
modelos murinos y como células progenitoras intrahepaticas en humanos. Estas células
participan en la regeneracién hepdtica bajo determinadas condiciones, y ademas estan
implicadas en la carcinogénesis hepatica®’. Se cree que tienen la habilidad para expandirse
clonalmente y se caracterizan por ser bipotenciales, lo que les permite diferenciarse tanto en
hepatocitos como en colangiocitos. En condiciones normales permanecen en estado
quiescente, pero ante una lesion aguda grave o un dafio crénico pueden activarse y
multiplicarse rapidamente originando hepatocitos y colangiocitos.

Inicialmente se pensé que el origen de estas células se encontraba en el propio higado,
concretamente en los canales de Hering®8. Sin embargo, en los ultimos afios, ha comenzado a

aflorar la controvertida posibilidad de que su origen estuviera en una fuente extrahepatica.
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Petersen et al*® sugirieron que las CSMO eran una fuente potencial de CPH. Entre otros, se ha
descrito en higados humanos la presencia de marcadores caracteristicos de CSMO como son
CD34+, CD117 (ckit) y CD90*, lo cual ha hecho que algunos autores se planteen que el origen
de estas células progenitoras hepaticas esté en la médula sea. En este estudio, Crosby et al*
investigaron la presencia de marcadores de célula stem (CS) como c-kit y CD34, asi como de
CK19, en tejido hepatico humano enfermo y sano in vitro. Estos autores identificaron
poblaciones de células CD34+ y ckit+ con caracteristicas de CS en los espacios portales de

higados cirréticos humanos.

CELULAS STEM VS CELULAS PROGENITORAS

La terminologia “células stem” y “células progenitoras” puede ser en alglin contexto ambigua,
confusa e incluso contradictoria. Las células stem (CS) se definen como células que se dividen
de forma asimétrica, produciendo una célula hija que sigue siendo una CS, y otra célula hija
gue puede ser o bien una célula progenitora o bien una célula especializada. Por definicién, las
CS pueden autorenovarse y dar lugar indefinidamente a células de diferentes tipos o estirpes
celulares. Son lo que se conoce como células madre. Son células con capacidad de
autoregeneracion, y como tales, son poblaciones de células escasas en el organismo adulto.
Las células progenitoras, también conocidas como “células amplificadoras transitorias”, son
poblaciones de células parcialmente diferenciadas con compromiso de linaje. Dan lugar a
células especializadas, y solo se pueden replicar un nimero limitado de veces.

Como hemos dicho, la CS es un elemento celular que tiene dos propiedades que la distinguen:
primero, estad dotada de una larga supervivencia gracias a su capacidad de autoregeneracién
en el tiempo; segundo, es capaz de diferenciarse en elementos celulares con distintas
funciones especificas. Ademas, las CS son escasas en numero y pueden reponer a otras células
dafiadas o patoldgicas en distintos tejidos. De todos es sabido que su plasticidad, su capacidad
de transdiferenciaciéon y de fusién son procesos fisioldgicos claves para el desarrollo, la
regeneracion y la reparacion de los tejidos dafiados. No esta claro qué tipo de poblacién de CS
es capaz de anidar en el higado actuando como célula epitelial funcional. Tradicionalmente,
en la médula dsea existen principalmente dos tipos de CS: las hematopoyéticas (CSH) y las

mesenquimales (CSM).

CELULAS STEM HEMATOPOYETICAS
La CSH es el elemento celular del que todas las células sanguineas derivan. Se definen como

células inmaduras que se pueden transformar en todos los tipos de células sanguineas, como
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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. Tienen un inmunofenotipo caracteristico de antigenos de superficie. En
humanos, son CD34+, CD133 +-, CD38-, CD117+, CD45+y Lin-*!. Las células CD133+ constituyen
el estadio mas inmaduro de las CSH y se postulan como las CSH con mayor potencialidad®?. En
la médula dsea, las CSH se localizan en unas zonas llamadas nichos, que juegan un papel muy
importante en su regulacidn. Estos nichos hematopoyéticos estan divididos en tres partes: una
zona osteoblastica, que estd cercana a los osteoblastos; una zona medular que alberga CSH
quiescentes y proliferativas; y una zona vascular, cerca de los sinusoides, que permite que
salgan las células maduras a la circulacién®.

La plasticidad celular describe la conversién de una célula de un linaje celular a otro
completamente diferente, con la consiguiente pérdida de sus marcadores especificos y de su
funcionalidad previa en el tejido original, y con la adquisicion de los marcadores y de las
funciones relacionadas con el nuevo linaje***. Las células procedentes de médula dsea (MO)
han demostrado ampliamente esta capacidad. Esto ha sido ampliamente estudiado en
animales irradiados letalmente y trasplantados cuyos tejidos diana fueron danados. La
incidencia de la plasticidad ha demostrado ser muy variable, desde casos extremadamente
raros, a otros con rangos entre el 20 y el 40 %. En el caso del higado, se han aplicado distintos
modelos de dafio hepatico para demostrar la plasticidad de las células hematopoyéticas a
hepatocitos, con resultados heterogéneos.

Estudios de CS hematopoyéticas y mesenquimales, revelaron que éstas son capaces de
generar diferentes tipos celulares*®*¢ |o cual es conocido como transdiferenciaciéon. Ademas,
se piensa que estas células pueden elegir multiples vias de diferenciacién, propiedad conocida
como plasticidad. La comprension de los mecanismos que llevan a la transdiferenciacion es
clave en el campo de la biologia de las CS y deberia dar informacién relevante de cara al uso de
CS en el campo de la regeneracion celular.

Multiples estudios han demostrado que estas células pueden activarse mediante
determinados estimulos y diferenciarse en células maduras de diferentes tejidos, entre otras
en hepatocitos, células ovales, neuronas o células del epitelio biliar. De hecho, es
probablemente la CS mejor estudiada y conocida del ser humano®.

Cuando son trasplantadas a receptores sometidos a un tratamiento mieloablativo que permite
su injerto, son capaces de repoblar a largo plazo todos los linajes hematopoyéticos. En
humanos adultos, las CSH 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
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diversos estudios han descrito su aparente transdiferenciacion a diversos tejidos como

musculo, higado, miocardio, o sistema nervioso334%°9°1,

En el campo de la regeneracion hepatica, la gran atencidn recibida por este tipo de células, es
debida en gran parte a varios estudios innovadores que mostraban la capacidad de estas
células para, después del trasplante, diferenciarse en células “hepatocyte-like” in vivo, y para
repoblar completamente el higado de ratones deficientes en fumarilacetoacetato hidrolasa

5253 En este modelo, la cinética de repoblacién

(FAH), corrigiendo su enfermedad previa
mediante CSH demostrd ser lenta e ineficiente comparada con la obtenida mediante el
trasplante de hepatocitos, aunque si se objetivd una repoblacién significativa. Los primeros
hepatocitos generados de CSH aparecieron alrededor de 7 semanas después del trasplante.
Por contra el trasplante de hepatocitos reconstituye mas del 50 % del higado en unas 4
semanas, lo cual llevd a los autores a concluir que el reemplazo de hepatocitos por parte de
CSMO es un evento raro y lento. En cualquier caso, a las 22 semanas del trasplante la
repoblacién de las CSH constituia aproximadamente el 30 % del higado.

El grado de contribucion de las CSH parece estar relacionado con la gravedad del dafio
hepatico, y podria llevarse a cabo a través de dos mecanismos: la transdiferenciaciéon en
hepatocitos, y la fusién celular de las CSH con hepatocitos “inadecuados” o “insubstanciales”.
Las CSH localizadas en el higado adulto probablemente sean CS pluripotentes presentes en el
tejido hepatico, capaces de generar diferentes lineas celulares, incluyendo hepatocitos. Si esta
vision es correcta, las CSH localizadas en el higado (quizads en los espacios periductulares)
podrian diferenciarse de forma progresiva®*, primero en CPH y finalmente en hepatocitos, bajo
estimulos que producen una respuesta en la CPH.

Otros estudios han hipotetizado con que el papel de este tipo de células en la regeneracion
hepatica esta sobre todo asociado a la produccién de factores humorales necesarios para una
adecuada recuperacidn de la funcién hepatica**.

Recientemente, esta recibiendo apoyo el concepto de que algunas células hematopoyéticas
tengan la capacidad para diferenciarse en epitelio hepatico. En dos estudios diferentes,
mujeres trasplantadas de médula dsea de donante vardn, asi como varones con enfermedad
hepatica sometidos a trasplante de higado de donante femenino fueron examinados. En
ambos estudios, se observaron hepatocitos expresando el marcador de cromosoma Y °¢°7. En

el primero de ellos, las células trasplantadas también dieron lugar a células epiteliales biliares

(colangiocitos).
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CELULAS MESENQUIMALES (CSM)

Las CSM de médula ésea han sido pobremente descritas y solo han sido definidas
funcionalmente. Estas células se pueden diferenciar en multiples lineas celulares, incluyendo
hepatocitos, osteoblastos, condroblastos, y adipocitos®®, dependiendo del microambiente en
el que residen. Suponen el soporte sobre el que asientan las CSH, proporcionandoles el
microambiente necesario para que tenga lugar la hematopoyesis. Desgraciadamente, la
ausencia de marcadores de superficie especificos hace que los distintos estudios sean muy
heterogéneos, y que por tanto las comparaciones entre ellos dificiles. Ademas de la médula
O6sea, CSM también han sido aisladas en otros multiples tejidos, como son cerebro, higado,
pulmon, sangre fetal, sangre del cordon umbilical, rifion y tejido adiposo. Por otra parte, CSM
procedentes de MO o del cordén umbilical han podido ser diferenciadas al linaje hepatico®¥%?;
sin embargo, siguen existiendo dudas acerca de si estas células pueden ser una buena fuente
de CS de cara a la regeneracion hepatica. Las CSM pueden ser facilmente recogidas de la MO,
expandidas ex vivo, y diferenciadas en otras multiples lineas celulares.

Sato et al*® analizaron la capacidad de distintos componentes de CSMO humana (CSM, células
CD 34+, células no MSC-CD34-) de diferenciarse en hepatocitos mediante su inoculacion
directa en higados de raton con lesién crénica inducida por ali-alcohol (AA), sin alojarse
previamente en MO. Los resultados obtenidos indicaban que las CSM eran claramente
superiores a los otros tipos de células.

Jang et al®?

investigaron el efecto de la administracion de CSM humanas en la fibrosis hepatica
en un modelo de ratas cirrdticas, y los mecanismos subyacentes por los cuales estas células
mejoraban la fibrosis hepatica. Se demostrd que la administracién de dichas células a una
concentracion de 2x10° mediante inyeccidn directa provocaba una mejoria histoldgica
significativa de la fibrosis, en comparacién con el grupo de ratas no tratadas. Ademas, se
obtuvo una mejoria clinica (disminucién de los niveles de alanina aminotransferasa (ALT) y
aspartato aminotransferasa (AST) y aumento de los niveles de albimina) en las ratas tratadas.
También se realizé estudio con inmunofluorescencia y marcaje con anticuerpos anti-albumina.
Sus resultados sugerian que las CSM se habian transdiferenciado a hepatocitos tras la
inyeccion.

En Corea del Sur se llevd a cabo un ensayo clinico piloto en el que se realizd trasplante
autdlogo de CSM a 11 pacientes con cirrosis hepatica por alcohol. Se comprobd que dicho
tratamiento inducia una mejoria histoldgica y cuantitativa en la fibrosis hepatica en 6
pacientes®. Posteriormente, este mismo grupo amplié el ensayo a 55 pacientes con cirrosis

hepatica por alcohol, que fueron randomizados a 3 grupos: administracion de una dosis de

CSM, dos dosis de CSM y grupo control (abstinencia alcohdlica). Inicialmente se comprobd por
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citometria de flujo que las células aisladas eran positivas para marcadores de CSM (CD73,
CD105), y negativos para marcadores de CSH (CD34, CD45, CD14). Se realizaron biopsias
hepaticas al inicio del estudio y a los 6 meses, y se evalud la funcidn hepatica, calculandose las
escalas de Child-Pugh y de MELD (Model of End-Stage Liver Disease). En los grupos en los que
se administraron CSM se evidencid una mejoria significativa de la fibrosis a los 6 meses, sin
apreciarse mejoria en el grupo control. Esto fue seguido posteriormente de una mejoria
significativa de la funcién hepatica y de las escalas de Child-Pugh y MELD en los grupos que
recibieron tratamiento. No se evidenciaron eventos adversos secundarios a la administracion
de las CSM®3. Asi pues, existe evidencia que sugiere que el tratamiento con CSM provenientes
de MO podria ser un potencial tratamiento suplementario para mejorar la funcidon hepatica de

los pacientes con cirrosis.

MOVILIZACION DE CELULAS MADRE DE MEDULA OSEA HACIA EL HIGADO

El potencial de las CSMO de migrar al higado, respondiendo al estrés generado por diferentes
mecanismos de lesién, para reparar tejido no hematopoyético, se ha puesto de manifiesto en
diversos modelos animales®®°. En ratones con fibrosis provocada por tetracloruro de carbono
(CCl4), el trasplante autdlogo de CSMO demostrd ser un tratamiento efectivo en la lesion

66,67

hepatica, disminuyendo el grado de fibrosis y mejorando la supervivencia®*®’. De forma

similar, en un estudio de Yannaki et al%®

, se comprobd que la administracion de G-CSF, también
en ratones con lesién hepatica inducida con CCls, mejord el dafio histologico y acelerd el
proceso de regeneracidon, mejorando la supervivencia tanto en lesidén hepatica aguda como en
la crénica, activando procesos de reparacién enddgenos, mediante la movilizacion de CSMO.

Los resultados positivos obtenidos en estos primeros ensayos con terapia celular en modelos
animales animaron a evaluar la posibilidad de realizar terapia celular con CSMO en pacientes

1, realizaron un estudio en el que se administré G-CSF a

con hepatopatia crénica. Asi, Gaia et a
8 pacientes con cirrosis hepatica descompensada (Child-Pugh B-C), confirmandose, aparte de
la seguridad de dicho tratamiento, la movilizacion de CS (CD34+) en todos los pacientes. En
este mismo estudio, ademas, se objetivd una mejoria en la puntuacion MELD y no se encontré
un aumento en el desarrollo de hepatocarcinoma (HCC) ni aumento de los niveles de
alfafetoproteina a los 8 meses de la administracion de G-CSF. En otro estudio en pacientes con
esteatohepatitis alcohdlica, se demostré que la administracion de G-CSF favorecia la
movilizacion de células CD34+, aumentaba los niveles de HGF e inducia la proliferacion de las

células progenitoras hepaticas a los 7 dias’®. Posteriormente, Garg et al’* llevaron a cabo el

primer ensayo clinico en humanos, en el que randomizaron a 47 pacientes con fallo agudo
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sobre crénico a recibir tratamiento con G-CSF de forma prolongada (durante 30 dias) o
placebo. En los pacientes que recibieron G-CSF se observdé una mejoria significativa de la
supervivencia a los 60 dias y en el grado de Child-Pugh y el MELD. Ademas, se observd una
disminucion en las tasas de encefalopatia hepatica, sindrome hepatorrenal y sepsis. En estos
pacientes también se constaté un aumento de significativo de la poblacién de células CD34+ a
nivel del tejido hepatico a las 4 semanas, lo cual daba crédito al importante papel que, en
opinién de los autores, juega el reclutamiento de CSMO en la mejoria de estos pacientes tras
la administracion de G-CSF. Sin embargo, el porcentaje de células CD34+ en sangre periférica
habia disminuido, sugiriendo los autores que era debido a la migracién y anidamiento de estas
células en el higado.

En los ultimos afos se han publicado multiples ensayos clinicos sobre terapia con CSMO en
pacientes con cirrosis hepatica. Estos estudios varian en el disefio, el tipo de paciente, los
criterios de inclusién/exclusidn, el tipo de via de administracion y los objetivos finales. En ellos
se han usado distintos tipos celulares, incluyendo CS mononuclerares “sin clasificar”, CSH y
CSM, variando también el nimero de células infundidas. La mayoria de los ensayos
demostraron la seguridad del proceso® %772, En la mayoria de los casos las células eran
recolectadas directamente por aspiracion de MO, aunque en algunos casos se realizd
leucoaféresis tras la administracion de G-CSF. En la mayoria de los estudios, se objetivd una
mejoria en los datos de laboratorio y en los indices de Child-Pugh y MELD a los 3, alos 6y a los
12 meses. Ademas, se constatd una mejoria histoldgica y un aumento del recuento de células
progenitoras hepaticas, asi como un descenso en los marcadores de fibrosis®’72, Sin embargo,
en la mayoria de los casos, esta mejoria fue transitoria, lo que llevd a los autores a pensar en la
hipdtesis de que las CSMO actian mediante la liberaciéon de citoquinas y de factores de

crecimiento, mas que mediante procesos de transdiferenciacién o de fusién’2.

Sin embargo, quedan muchas preguntas abiertas. Lo primero, es crucial entender los procesos
de migracién y anidamiento de las CSMO en el higado dafiado, asi como dilucidar las
relaciones existentes entre estas células y los hepatocitos y los mecanismos de regeneracién
hepatica. Ademas, es esencial clarificar los mecanismos por los que las diferentes CSMO
actuan en el higado, de cara a que nos permita guiar la terapia con CS de forma individualizada

a cada paciente.
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Figura 2. Proceso de movilizacién de CS desde MO. Factores y citoquinas implicados en el proceso.

MIGRACION Y ANIDACION DE CELULAS STEM

Dada toda esta evidencia que sugiere la existencia de un eje médula dsea-higado, es
importante establecer qué es lo que regula la migracidén de progenitores de médula ésea al
higado, y qué factores influyen y dirigen su anidamiento. El mecanismo por el que estas células
migran y se alojan en el parénquima hepatico (homing), no es bien conocido (Figura 2). Se sabe
que el higado dafiado expresa citoquinas y factores que presumiblemente participan en este
proceso de captacion de CS que provienen de fuentes extrahepéticas’®. Parece cada vez mas
claro que la lesién hepatica induce la expresion y secrecién de factores como interleuquina-8
(IL-8), metaloproteasas, factor de células stem (SCF) y factor de crecimiento hepatocitario
(HGF), los cuales facilitan los fenédmenos de “homing” y anidacién de CS en el higado dafiado.
Tang et al’® investigaron el potencial efecto terapéutico de CSM (derivadas de corddn
umbilical) que sobreexpresaban HGF en ratones con fallo hepatico agudo inducido por

acetaminofeno. Descubrieron que dicha terapia protegia a los animales del fallo hepatico
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reduciendo el dafo hepatico y aumentando su supervivencia. En otro estudio, la infusién de
HGF humano en la vena porta de ratones se tradujo en la proliferacion de hepatocitos y en un

aumento en la masa de higado relativa’.

- Hepatocyte growth factor (HGF)

HGF es un factor de crecimiento multipotente que estd involucrado en multiples acciones:
la regeneracion tisular, la cicatrizacion de las heridas, el crecimiento tisular fisioldgico, la
progresién tumoral, la embriogénesis y la invasidn tumoral’®. El papel que este factor juega en
la estimulacién de la proliferacién hepatocitaria en el higado enfermo ha sido bien descrito?2.
Después de producirse la lesidon hepatica, los niveles de HGF en plasma aumentan muy
rapidamente hasta por 10 a 20 veces. Este aumento se debe fundamentalmente al HGF
almacenado en la matriz extracelular y a la liberacion del HGF sintetizado por los macréfagos,
estimulado sobre todo por IL-6 y TNF-o.. Ademads, el HGF aumenta su transcripcion en las
células mesenquimales de otros érganos (Figura 1). Como hemos mencionado previamente,
HGF se une al receptor de tirosin-kinasa, c-met, presente en células epiteliales vy
mesenquimales. Esta unién ligando-receptor conlleva la activacion de la cascada de las kinasas,
qgue estimula la transcripcion de factores relacionados con la proliferacién y la supervivencia
celular’’. Como se ha mencionado previamente, la unién de HGF a c-met activa también la
fosforilacién de la via de la beta-catenina, responsable de la transicion GO-G1 del ciclo
celular’®.

Se ha comprobado que la expresién de HGF aumenta tras la hepatectomia parcial en ratones
con lesidn hepética’?®%. También se ha comprobado que sus niveles aumentan en pacientes
sometidos a hepatectomia, y en el suero de pacientes con hepatopatia crénica y con lesion
hepatica aguda, comparado con controles sanos®®2, El HGF ha demostrado tener una potente
actividad mitogénica en hepatocitos diferenciados. Ademas, promueve la diferenciacién de
células ovales in vivo®84 Estos estudios mostraron que HGF es un factor critico para la
proliferacion de CS. Ademds de esto, Suzuki et al®® sugieren que la interaccidon entre HGF y c-
met, ademas de ser crucial en el proceso de maduracion de los hepatocitos en el higado post-
natal y en la division de los hepatocitos maduros en la regeneracién hepatica, también esta

involucrada, a través de otro mecanismo, en el crecimiento y en la diferenciacion de las CS.

- Eje factor de célula estromal 1- Receptor de quimoguinas tipo 4 (SDF1-CXCR4)

Asimismo, el factor derivado de células estromales-1 (SDF-1) expresado en el tejido
dafiado y su receptor CXCR-4, juegan un papel clave en la migracién de células humanas

progenitoras al higado. Las CSH expresan el receptor CXCR4, cuyo ligando natural es el factor
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derivado de células estromales 1 (SDF-1). Tras producirse un dafio en el higado o ante
condiciones de estrés, los niveles de SDF-1 se ha visto que se reducen bruscamente en la MO y
a su vez se elevan tanto en la sangre periférica como en el propio higado, siendo este aumento
maximo en el tejido hepatico. Por tanto, se puede establecer que un gradiente de SDF-1
permite a las CSMO alcanzar desde su reservorio medular y alojarse en el parénquima
hepatico®?®” (Figura 1). Se ha demostrado que estimulos nocivos como la irradiacién vy la
inflamacion aumentan la produccidon de SDF-1 hepatica®®. Xiao Ling et al®® han demostrado
recientemente que la administracién de SDF-1 in vitro induce la migracién de CSMO. Ademas,
en dicho estudid se constatd que los niveles de SDF-1 aumentaban de forma gradual en un
modelo murino de lesiéon hepdtica, inducida mediante tioacetamida (TAA), y que el eje
SDF1/CXCR4 es clave en la migracion de CSMO al higado dafiado in vivo e in vitro. En otro
estudio previo, Kollet et al®® concluyeron que un incremento local de los niveles de SDF-1
facilitaba, también en ratones, su migraciéon al higado, mientras que el bloqueo del eje SDF-
1/CXCR4 impedia tanto la migracién como la anidacion, en este érgano, de células humanas
CD34+. En este mismo estudio, también en ratones, se detecté un aumento de la secrecion y
de la activacién de MMP-2 y MMP-9 en tejido hepatico; se demostré que la migracion de estas
células al higado se veia reducida por un inhibidor especifico de estas metaloproteasas. MMP-
2 y MMP-9 también pueden aumentar el reclutamiento de células CD34+ por otras vias, como
son el desprendimiento (shedding) del receptor de membrana para SCF y la secrecion
autocrina de estas enzimas por los precursores CD34+ en respuesta a la estimulacion de SDF-1.
Ademas, estos mismos autores, comprobaron que HGF también induce el reordenamiento del
citoesqueleto e incrementa la movilidad de las células CD34+ inmaduras, potenciando su
respuesta a la sefial de SDF1, induciendo la regulacion positiva de CXCR4 y actuando de forma

sinérgica con SCF.

- Sistema SCF-ckit

Este sistema ligando-receptor, que se descubrié a principios de los afios 90, parece que
solo participa en las fases mds precoces de la activacion de las CS®. Se cree que este sistema
de transduccidn de sefiales juega un papel fundamental en la supervivencia, proliferacion y
migracién de CS en la hematopoyesis, melanogéneis y gametogénesis. En el caso del sistema
de CSH se ha demostrado también que SCF en combinacidn con otros factores estimulantes de
colonias especificos puede influir en la frecuencia relativa de células progenitoras que se
implican en distintos linajes celulares®-°2. Se ha comprobado que la expresién de SCF aumenta
en el modelo murino AAF/HP (acetil-aminofluoreno/hepatectomia parcial), pero no cuando

sélo se ha realizado hepatectomia. La activacién de ckit y de gp130 es considerada como uno
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de los requisitos minimos necesarios para la expansién de los progenitores hematopoyéticos;
asi pues, SCF parece jugar un papel clave en la activacidn de las CSH®. El patrén de expresion
hepatica y la localizacién celular del sistema CSF-ckit, indican que este sistema de transduccion
de sefiales solo es requerido durante la activacidn precoz y durante la fase transicional de la
diferenciacién de las CPH. Una vez que estas células se han diferenciado en hepatocitos, la

expresion de SCF y ckit es abolida®*.

- Interleuquina 6 (IL-6)

El receptor gp-130 ha demostrado ser un elemento clave en la activacion y expansion de
las células progenitoras hepaticas®®. De hecho, es una de las pocas sefiales que ha demostrado
ser capaz de iniciar la respuesta de las células ovales por si sola®. La IL6, una citoquina pro-
inflamatoria, es el activador de gp-130 mejor estudiado. Es producida por una variedad de
células incluyendo macrofagos, fibroblastos y células endoteliales. Estudios recientes han
demostrado que IL-6, ademds de participar en la respuesta de fase aguda, es también un
potente estimulo de la regeneracidon hepatica®. Solo 2 horas después de una hepatectomia o
de que ocurra la lesion hepatica, factores como el LPS activan a las células de Kiipfer,
estimulan la secrecién de IL-6 dependiente de TNF-a (Figura 1). Estos dos factores (TNF-a e IL-
6) a su vez estimulan la liberaciéon de HGF. En un modelo animal de ratones deficientes en IL-6
sometidos a una hepatectomia, se observd un deterioro en la capacidad de regeneracion
hepatica de los ratones, sufriendo fallo hepatico tras la intervencién quirdrgica, mientras que
aquellos que recibieron tratamiento sustitutivo con IL-6 previo mostraron una proliferacion de
hepatocitos cercana a lo normal, previniendo el dafio hepatico®®®. Por tanto, IL-6 es una sefial
clave en la proliferacion hepatocitaria. Se cree que la fuente de IL-6 durante la lesidn hepatica
son los leucocitos activados, incluyendo las células de Kipfer y los linfocitos; sin embargo,
también podria estar producida directamente desde las propias células progenitoras,

reforzando la posibilidad de su estimulacién autocrina®®.

- Angiogénesis
El mecanismo mediante el cual las CS favorecen la regeneracién hepatica tampoco parece
claro. En los ultimos afios, han aparecido datos que apuntan a que las CS ejercen un efecto
proliferativo paracrino sobre los hepatocitos endégenos, mediante la liberacidn de citoquinas
gue estimulan la proliferaciéon celular o promueven la angiogénesis, como es el caso del factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)!0%102103 Eg hien conocido que la angiogénesis
juega un papel clave durante la progresidn de las condiciones inflamacidn crénicas. VEGF es el

principal factor regulador de la angiogénesis. Ha demostrado ser un mitégeno altamente
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especifico para células endoteliales in vitro, ademas de tener propiedades angiogénicas in
vivol®. Puede ser producido por una gran variedad de células humanas. VEGF parece no
estimular la proliferacién de los hepatocitos in vitro, sin embargo, estudios in vivo y de co-
cultivos de hepatocitos con células endoteliales han demostrado que VEGF estimula la
proliferacion de hepatocitos a través de la via de VEFGR1'%. Estos estudios ademas sugieren
gue VEGF promueve la proliferacion de hepatocitos mediante la secrecidon de HGF por parte de
las células endoteliales, mediada por VEGFR1.

Estudios recientes sugieren que VEGF puede ser un importante factor angiogénico durante la
lesidn hepatica y su reparacioni®. En respuesta a la lesion hepatica, se cree que este factor
podria aumentar el potencial regenerativo de los hepatocitos residuales y el de las células no
parenquimatosas. Assy et al'®” demostraron que la inyeccién de VEGF en ratas estimulaba la
actividad proliferativa de los hepatocitos. En otro estudio realizado en ratas, se constaté que la
concentracién de VEGF, asi como su expresion proteica era superior en higados cirréticos
respecto a higados sanos, lo cual, segun los autores, podria deberse a que la reduccion del
flujo sanguineo en el higado cirrético y la consiguiente disminucion en la presion de oxigeno,
estimulan la transcripciéon de VEGF, que, a su vez, ayudaria a reestablecer la integridad
vascular del higado lesionado!®®. Se ha comprobado que VEGF aumenta a nivel hepatico en
numerosas formas de lesidn hepatica y tras la hepatectomia parcial’®®1'2, En ambos casos, el
VEGF hepdtico ha demostrado regular cada paso del reclutamiento de las CSMO al higado
dafiado: su proliferacion, la movilizacién a la circulacién periférica, su enjertacion en el higado,
y la diferenciacion de éstas a células endoteliales sinusoidales!'®. Por tanto, VEGF parece
constituir un regulador central del reclutamiento de CSMO vy ser clave para la regeneracion

hepatica.

- Matriz extracelular

El dafio hepatico crénico promueve el desarrollo de fibrosis hepatica, que se caracteriza por el
hiperacimulo de proteinas de matriz extracelular incluyendo el colageno, produciendo una
cicatriz fibrosa que distorsiona la arquitectura hepatica y causa la disfunciéon de las células
hepaticas. El factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) tiene un rol esencial en la
fibrogénesis hepatica, actuando como un potente mitdégeno. La induccion de PDGF y de su
receptor PDGFR-} ha sido documentada en modelos murinos de lesion hepdtica aguda (CCla).
Ademas, la expresion de las distintas isoformas de PDFG en modelos murinos ha demostrado
estar relacionada con la induccién fibrosis hepética!*.

HGF, sin embargo, es una citoquina antifibrética bien conocida, y su liberacién ha demostrado

atenuar la fibrosis hepatica en numerosos modelos in vivo. Se cree que su efecto antifibrético
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esta mediado por la inhibicion de la expresidén de determinadas citoquinas fibrogénicas, como
son el factor de crecimiento transformante 1 (TGF-B1) y PDGF. En un estudio llevado a cabo
por Kim et al'*® se compard la infusidn directa de CSM en el bazo de ratas con fibrosis hepdtica,
con la infusién de CSM junto con HGF. Se comprobé que, aunque el tratamiento con CSM
reducia el grado de fibrosis hepatica, el tratamiento con CSMs/HGF producia una reduccidn
mas significativa, y que ésta estaba asociada con niveles elevados de HGF en la vena porta. Los
niveles de PDGF se encontraban significativamente disminuidos.

Ademas, en este segundo grupo la reduccién del grado de fibrosis se acompanaba de una
mejoria en la funcidon de los hepatocitos. Esta disminuciéon de los niveles de colageno, se
acompafiaba en el grupo del tratamiento combinado de un aumento de la expresién de

MMP9, MMP13 y MMP14.
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Hipotesis de trabajo

Hay datos experimentales y clinicos que indican que las células stem derivadas de la médula
Osea (CSMO) pueden contribuir de manera decisiva en los fendmenos de reparacion tisular
producidos en las enfermedades hepaticas. Sin embargo, la mayoria de los datos provienen de
modelos animales de enfermedad hepatica y no se conoce bien el papel de estas células en los
distintos tipos de enfermedades hepaticas en el humano. Nuestra hipdtesis es que las CSMO
juegan un papel importante sobre todo en los procesos agudos o de reagudizacién de la lesién
hepatica y que este efecto, como ya ha sido descrito, estd mediado por la produccion de
distintas citoquinas y factores de crecimiento que estimulan el reclutamiento de la CSMO a

nivel hepatico.

Objetivos generales

Estudiar el papel de las CSMO en la regeneracion hepatica en pacientes con distintos tipos de
enfermedad hepdtica: Hepatitis aguda, enfermedad hepatica crénica reagudizada (ACLF) y

hepatopatia créonica descompensada. Para ello nos proponemos:

1. Estudiar la movilizacién de las CS de médula dsea en los tres grupos de pacientes.

2. Estudiar la presencia de citoquinas relacionadas con el proceso de migracién y "homing" de
las CSMO, en sangre periférica.

3. Ver si la concentracion de estas citoquinas y factores es mayor a nivel local y por lo tanto
estan relacionadas con la presencia de lesidn hepatica.

4. Estudiar la expresion de proteinas relacionadas con el proceso de migracion y "homing" de
las CSMO en tejido hepatico en los tres grupos de pacientes.

5. Estudio del efecto del cultivo in vitro conjunto de hepatocitos humanos con CSMO en
presencia o ausencia de los factores y citoquinas movilizados ante enfermedad hepatica, sobre
la funcién especifica de hepatocitos, la proliferacidn celular, la diferenciacién a distintos tipos

celulares y los mecanismos implicados.

La consecucién de los objetivos mencionados permitiria conocer el papel regenerador de la
médula dsea en el higado. Estos estudios se podrian continuar con ensayos clinicos,
encaminados a favorecer la movilizacion 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 hepatico de determinadas citoquinas o factores de

crecimiento que favoreciesen una mayor regeneracion hepatica.
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MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO:

Con el fin de alcanzar los objetivos propuestos se disefid un estudio transversal, observacional
y con recogida de datos prospectiva.

En él se incluyeron 55 pacientes mayores de 18 afios ingresados en el Servicio de Aparato
Digestivo del Hospital Clinico Lozano Blesa (Zaragoza, Espafia), previa firma del consentimiento

informado (Anexo 1) aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica de Aragdn (CEICA).

Los pacientes fueron incluidos en el estudio en base a una serie de criterios clinicos, criterios
de inclusion y divididos en tres grupos:

- Hepatitis aguda grave: definida por valores de ALT mayores de 500, ictericia y un INR mayor
de 1,5.

- Cirrosis hepatica descompensada segun criterios clinico-bioldgicos, radioldgicos o
histolégicos: presencia de hipertensidon portal (ascitis o varices esofagicas, circulacion
colateral), concentracion de plaquetas en sangre mayor de 150000/mm3 y encefalopatia
hepatica.

- Fallo hepatico agudo sobre crénico (ACLF): esta entidad fue redefinida segun los criterios de
la Asociacidn Asio-Pacifica para el Estudio del Higado como: ictericia (bilirrubina sérica mayor
de 5 mg/dl) y coagulopatia (INR mayor de 1,5), complicada en el plazo de 4 semanas por ascitis
y/o encefalopatia en un paciente diagnosticado previamente o no diagnosticado de

enfermedad crdénica hepatica.

Los criterios de exclusion aplicados en la seleccidon de pacientes para el estudio fueron los
siguientes:

o Mayores de 65 afos.

o Infeccidn activa, excluyéndose aquellos pacientes con aumento de reactantes
de fase aguda (leucocitosis +/- neutrofilia, elevacién proteina C reactiva (PCR)
por encima de 0,5 mg/dl y hemocultivos, urocultivo o cultivo de liquido
ascitico positivos).

o Hepatocarcinoma diagnosticado mediante tomografia computerizada (TC),
resonancia magnética hepatica (RM) o biopsia hepatica, siguiendo los criterios
de la EASL (European Association for the Study of the Liver)''® .

o Hemorragia grave (descenso de la hemoglobina mayor de 2 g/dl) en los 30 dias

previos al ingreso.
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o Enfermedad grave extrahepatica (cancer, insuficiencia cardiaca o respiratoria,
insuficiencia renal).

o Ausencia de consentimiento informado.

Una vez aplicados estos criterios, los pacientes incluidos en el estudio se distribuyeron de la
siguiente manera (Figura 3):

- Grupo de hepatitis aguda grave: fueron incluidos 22 pacientes.

- Grupo de cirrosis hepatica descompensada: fueron incluidos 25 pacientes.

- Grupo de ACLF: fueron incluidos 8 pacientes.
Ademas, se incluyeron 16 controles sanos ajustados por sexo y edad, a los que se les

extrajeron muestras de sangre periférica.

Cumplen criterios de inclusion
No tienen criterios de exclusion
‘ ’ ; FALLO HEPATICO AGUDO
HEPATITIS AGUDA CIRROSIS HEPATICA SOBRE CRONICO
N= 22 N=25 N=8
Sangre periférica Sangre periférica Sangre periférica
o Citometria: 18 o Citometria: 11 o Citometria: 5
o Citoquinas: 22 o Citoquinas: 25 o Citoquinas: 8

‘Sangre suprahepaticas: 7 ‘ ‘ Sangre suprahepaticas: 11 ‘ ‘ Sangre suprahepaticas: 8 ‘

’Tejido hepatico: 8 ‘ ’Tejido hepatico: 7 ‘ ’Tejido hepatico: 0 ‘

Figura 3. Disefio del estudio. Pacientes incluidos en cada grupo.

De los pacientes seleccionados para el estudio, en los que se realizd biopsia hepatica
transyugular o Trasplante Hepatico (TH) por indicacién médica, se obtuvieron muestras de
sangre de venas suprahepaticas y biopsia de tejido hepatico. En el caso de los pacientes
sometidos a TH, la muestra de sangre se obtuvo previamente a la realizacion del clampaje de

la vena porta.
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Por otra parte, durante la realizacidon de los TH se tomaron muestras de tejido de 6 de los
donantes para ser estudiadas como muestras de tejido hepatico sano, una vez descartada la

presencia de enfermedad hepatica por el estudio anatomopatolégico.

Variables clinicas:

De todos los pacientes se recogieron las siguientes variables:
-Edad
-Sexo
-Etiologia de la enfermedad hepatica
-Evolucion de la enfermedad hepatica: alta; TOH; fallecimiento;
-Valores bioquimicos de: bilirrubina, ALT, AST, GGT, FA, INR, actividad protrombina,
creatinina, albumina, leucocitos y formula leucocitaria
-Presencia y grado de encefalopatia
-Presencia de ascitis
-Puntuacién de Child-Pugh

-Puntuacién MELD

Citometria de flujo

Las poblaciones de CSMO en sangre periférica se estudiaron mediante la técnica de citometria
de flujo. Para ello se utilizé un citémetro FACSARIA de BD (Figura 4) perteneciente a la Unidad
de Separacion Celular y Citometria del Hospital Clinico Lozano Blesa.

Previamente al marcaje con anticuerpos especificos, se realizd separaciéon de las células
mononucleares mediante centrifugacién en Ficoll (Sigma-Aldrich). Para ello se mezclaron la
misma cantidad de sangre y de Ficoll, y se centrifugd a 1400 rpm durante 30 minutos,
recogiéndose la interfase y lavandose dos veces con PBS (phosphate buffer solution). Después
se bloquearon los receptores Fc con el reactivo bloqueante del receptor de Fc (FCR) humano
(Miltenyi), afadiendo por cada 90 pl de solucién de células 10 ul del reactivo. La muestra se
incubé 10 minutos a 4°C. Una vez realizados estos pasos se procedié al marcaje. Para ello se
afiadieron 10 pl de cada anticuerpo a 100 ul de la suspension celular, excepto en el caso del
CD34 en el que se afiadian 20 pl. Se incubd la muestra durante 15 min a 4°C, se centrifugd a
1200 rpm durante 5 minutos a 4°C y finalmente, se lavé con 500 pl de PBS.

Se realizaron marcajes para los siguientes anticuerpo: anti-CD34 conjugado con Proteina

Clorofila Peridinina 5.5 (Percp-Cy ) (BD), anti-CD133 conjugado con Ficoeritrina (PE) (Miltenyi
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Biotech), anti-cKit conjugado con Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) (Cytognos) y anti-KDR
(Kinase Insert Domain Receptor, sinonimo de VEGFR2) conjugado con Aloficocianina (APC)
(R&D systems) y negativas al marcaje con anticuerpos anti-CD45 conjugado con APC-Cy7 (BD).
Tras los marcajes con los anticuerpos correspondientes se cuantificd el porcentaje de células
positivas para cada uno de ellos. El andlisis por citometria de flujo fue realizado en
colaboracidn con la Unidad de separacidn celular y citometria del Hospital Clinico Universitario

Lozano Blesa y del Instituto de Investigacidon Sanitaria de Aragdn (IIS Aragdn).

Figura 4. Citémetro de flujo FACSARIA de BD. Unidad de separacion celular y citometria. Hospital Clinico

Universitario Lozano Blesa.

Factores de crecimiento y citoquinas

Las muestras sanguineas se centrifugaron durante 5 min a 42C. La parte de la muestra que no
se utilizé para analisis bioquimico fue almacenada a -80°C para el estudio posterior de
citoquinas.

Se determinaron mediante ELISA los niveles de distintos factores de crecimiento y citoquinas
relacionados con la movilizacion de CSMO. Estos factores fueron HGF, VEGF, IL-6, IL8, SDF1,
SCF, PDGF y MMP9. Todos los kits de ELISA fueron adquiridos a R&D systems y se realizaron

siguiendo el protocolo propuesto por la casa comercial en cada kit.

Inmunohistoquimica
Se obtuvieron muestras de tejido hepatico en 8 pacientes con cirrosis hepatica y en 7
pacientes con hepatitis aguda. Ademas, se incluyeron 6 muestras control de tejido hepatico

sano, obtenidas de higados injertados durante trasplante hepatico.
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En estas muestras de tejido hepatico se estudié mediante tincion inmunohistoquimica con
anticuerpos especificos la expresion de VEGF (Monoclonal Mouse Anti-Human Vascular
Endothelial Growth Factor Clone VG1; dilucion 1/75; Dako), CD34 (Polyclonal Rabbit Anti-
Human CD34; diluciéon 1/400; Dako), C-kit/CD117 (Polyclonal Rabbit Anti-Human CD117;
dilucién 1/400; Dako), SCF (mouse monoclonal anti-human SCF antibody, dilucién 1/50; Santa
Cruz Biotechnology) y SDF1 (rabbit polyclonal anti-human SDF1 antibody; dilucién 1/500; Santa
Cruz Biotechnology).

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
bafio de xileno, e hidratados mediante inmersion en soluciones de concentraciones
decrecientes de etanol.

Para la recuperacién del antigeno se llevo a cabo la incubacion de los cortes en buffer citrato
(10 mM Tris-citrato de sodio, 1,9 mM A&cido citrico, pH 6.0) calentandolos a media potencia en
microondas durante 15 minutos. A continuacién, la peroxidasa enddgena 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 deteccidn de la sefial peroxidada se usé 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 preparacion se tomaron imagenes 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-CellAD). El
procesamiento de las muestras se realizé en el servicio de Anatomia Patoldgica del ISS Aragon.
Una vez obtenidas las imagenes para cada muestra se procedid a cuantificar el porcentaje del
area tefiida para cada anticuerpo. Para ello se utilizé el software libre ImageJ siguiendo la guia
de uso para cuantificacion de areas. Para ello se sustrajo el fondo de la imagen, se
seleccionaron las areas tenidas mediante ajuste de los valores umbrales de color, contraste y

luminosidad y se cuantificaron las areas seleccionadas con respecto al area total.
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Anailisis estadistico

En primer lugar, se analizé la normalidad de las variables mediante el test de Kolmogorov-
Smirnov. Para aquellas variables con distribucion normal se realizé analisis de varianza
(ANOVA) y las medias entre grupos se compararon mediante andlisis post-hoc de Bonferroni y

test de t. Para aquellas variables no paramétricas se realizé el test de U de Mann-Whitney U.

Los datos se presentan como valores de la media mdas menos el error estandar. El nivel de

significancia estadistica se establecié como p menor de 0.05.

Para el andlisis de los datos obtenidos en la inmunohistoquimica, inicialmente se realizé un
analisis descriptivo para cada variable a estudio. Posteriormente se analizé 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 distribucion normal se uso 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 realizaron mediante el software SPSS v15.0 para

Windows (SPSS Ibérica, Madrid, Spain).
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RESULTADOS

VARIABLES CLINICAS

- Hepatitis aguda

En este grupo se incluyeron 22 pacientes con hepatitis aguda. La edad media fue de 42,6 +
17,4 afios, siendo el sexo femenino el predominante (60%). En el 50% de los casos (n:11) la
causa fue téxica, de las cuales el 18% (n:2) fueron por paracetamol; en el 18% (n:4) la causa
fue virica, correspondiendo el 75% (n:3) al VHA (virus de la hepatitis A) y el 25% al VHB (virus
de la hepatitis B); el 13,6% (n:3) fue diagnosticado de hepatitis autoinmune (HAI) en fase

aguda inicial; en el resto de pacientes (n:4) no se objetivd causa.

n:4

n:11

Toxica = VHA VHB = HAI Indeterminada

Figura 5. Causas de hepatitis aguda en los pacientes del estudio.

En cuanto a la gravedad de la enfermedad hepatica, el MELD medio fue de 19,1, siendo el
valor medio de bilirrubina total de 11,1 mg/dl y el INR de 1,87. El 21,7 % (n:5) de los pacientes
presentaron encefalopatia durante el ingreso hospitalario, precisando todos ellos trasplante
hepatico. Ninguno de los pacientes fallecié durante el ingreso, es decir, que en el 78,3 % (n:

17) la hepatitis aguda se resolvio de forma espontanea (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en el grupo de hepatitis aguda.
ALT: alanina aminotransferasa; VHA: virus hepatitis A; VHB: virus hepatitis B; M: masculino; F: femenino;
Encef: encefalopatia, TOH: trasplante ortotdpico de higado.

Paciente | Edad | Sexo | MELD | Bilirrubina | Protrombina [Encef. |Etiologia ALT (Ul) [Evolucion
(mg/dl) (%)
1 48 M 19 19 68 No Autoinmune 2131 Curacion
2 50 F 24 20,95 31 Si Autoinmune 781 TOH
3 27 M 22 16,23 31 No VHB 2358 Curacion
4 61 F 24 12,35 36 No Toxica 2150 Curacion
5 46 M 8 1,64 101 No Indeterminada = 1399 Curacion
6 38 F 6 0,47 104 No Paracetamol 1443 Curacion
7 38 M 17 8,09 71 No VHA 3676 Curacion
8 21 F 21 10,77 52 No VHB 1967 Curacion
9 33 F 24 13,27 38 No Toxica 684 Curacion
10 20 M 18 15,26 84 No VHA 1373 Curacion
11 68 M 8 1,6 104 No Toxica 1076 Curacion
12 81 M 20 17,84 73 No Toxica 458 Curacion
13 33 F 22 20 61 No Toxica 2897 Curacion
14 50 M 11 2,98 138 No Toxica 1218 Curacion
15 66 F 16 13,95 114 No Autoinmune 1718 Curacion
16 45 F 17 0,71 132 No Indeterminada = 1881 Curacion
17 69 F 6 0,93 137 No Toxica 235 Curacion
18 20 F 25 3,9 23 No Toxica 4045 Curacion
19 32 F 30 16,29 11 Si Indeterminada | 2122 TOH
20 26 M 29 11 32 Si Paracetamol 3010 TOH
21 35 F 34 25,8 19 Si Indeterminada 1115 TOH
22 31 F 29 10 26 Si Indeterminada | 3800 TOH

- Cirrosis hepatica:

En este grupo se incluyeron 25 pacientes diagnosticados previamente de cirrosis hepatica,
que ingresaron en el hospital por descompensacion edematoascitica (76%), encefalopatia
hepatica (16%) o ambas (8%). La edad media fue de 58,7 +9,2 afios, siendo el sexo
predominante el masculino (72%). La causa de hepatopatia mas frecuente fue el alcohol (36%),
seguida por el VHC (32%). En un paciente (4%) la hepatopatia fue mixta (alcohol mas VHC
(virus de la hepatitis C)). Otras causas de hepatopatia fueron el VHB (8%) y la de origen
criptogenético (20%). En cuanto a la gravedad de los pacientes al ingreso, el MELD medio fue
de 16, mientras que el CHILD-PUGH fue de 9,04 (Tabla 2). El 32,1% de estos pacientes precisé

de trasplante hepatico, mientras que 2 pacientes (8%) fallecieron durante el ingreso.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos en el grupo de cirrosis hepdtica

descompensada.

VHC: virus hepatitis C; OH: alcohol; ALT: alanina aminotransferasa; M: masculino; F: femenino.

Paciente
1 |55
2 |50
3 49
4 66
5 54
6 75
7 68
8 81
9 46
10 6
11 49
12 76
13 53
14 55
15 61
16 59
17 54
18 54
19 65
20 52
21 58
22 60
23 59
24 45
25 63

- Fallo agudo sobre crénico:

Edad

Sexo ‘ MELD

EgET T EEILE TN T ML ESEE TN ESEZSEESE M ™M

27
9

21
10
12
17
8

8

22
16
21
12
20
20
29
7

21
11
13
17
18
14
18
14
15

Child-
Pugh

11
10
8
7
9
10
5
5
11
7
11
9
12
10
9

-~
n

—l(O(OC—Dl(O(O(OCO

—_

Bilirrubina
(mg/dl)

8,28
2,68
9,33
1,31
1,74
3,35
1,23
0,84
7,84
1,72
7,6
2,44
5,4
4,8
39
0,39
5,94
2,87
2
7.5
8,7
3,4
8,2
3,1

Protrombina
(%)

27
54
46
70
65
47
87
96
40
59
43
78
53
48
53
87
42
86
65
64
62
65
64
65
66

Etiologia

Alcohol
Alcohol
Alcohol
Alcohol

OH, VHC
Criptogenética
Alcohol
Criptogenética
VHC

VHC

VHC

Alcohol

VHC

Alcohol

VHB

VHC

VHB
Criptogenética
Criptogenética
Criptogenética
VHC

VHC

VHC

Alcohol
Alcohol

ALT
(un
22
27
15
23
44
14
13
20
130
57
40
16
62
27
38
34
77
32
26
77
65
41
65
60
20

Se incluyeron 8 pacientes con ACLF. La edad media de los pacientes fue de 49,8 + 14,8

afios de edad, siendo el porcentaje de sexo masculino y femenino el mismo. La causa mas

frecuente de la enfermedad hepatica de base fue la autoinmune (62,5 %), seguida por el

alcohol (25 %), y el VHB (12,5 %). En cuanto a los indices de gravedad de la enfermedad

hepatica, el MELD medio fue de 23,8, siendo el CHILD-PUGH medio de 10,75 (Tabla 3). 2 de los

pacientes (25 %) fallecieron durante el ingreso hospitalario, mientras que otro precisé de la

39



realizacidon de un trasplante hepatico. En 7 de ellos fue precisa la realizacién de una biopsia

hepatica por via transyugular.

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los pacientes con ACLF.

ALT: alanina aminotransferasa; VHB: virus hepatitis B; M: masculino; F: femenino.

Paciente | Edad Sexo MELD Child- Bilirrubina | Protrombina | Etiologia ALT (UI)
Pugh (mg/dl) (%)

1 47 F 28 14 9,44 17 Alcohol 20

2 41 M 26 12 20,96 38 Autoinmune | 449

3 52 F 20 13 4,9 40 Autoinmune | 272

4 36 M 23 8 16,3 50 Autoinmune | 1984

5 47 M 28 12 16,13 32 Alcohol 2390

6 55 F 23 8 15,26 49 VHB 1039

7 64 F 23 10 27,33 56 Autoinmune | 1241

8 57 M 20 9 12,93 62 Autoinmune | 541

Tabla 4. Variables clinicas medias de los grupos a estudio.
M: masculino; F: femenino; MELD: Model of end stage liver disease; INR: international normalized ratio;
ALT: ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; ACLF: acute on chronic liver

failure.

42,6 M: 40 19 11 1,89 (0,8 3,3 2292 [2153
F: 60

58,7 M: 72 16 9,04 5,7 1,50 (0,8 3,2 41,8 74,12
F: 28

49,9 M:50 23,9 10,7 15,4 2,04 10,83 2,85 992 1123
F: 50
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- Grupo control

En este grupo se incluyeron 16 individuos sanos. La edad media de este grupo control fue
de 48,2 £ 9,01 afios, siendo el porcentaje de sexo femenino y masculino el mismo (50%) (Tabla

6).

Tabla 5. Caracteristicas demogréficas de los individuos incluidos en el grupo control.

F: femenino; M: masculino.

Individuo  [Edad " [Sexo
55

1 F

2 52 F

3 56 F

4 56 M
5 45 M
6 65 F

7 49 F

8 36 F

9 30 F
10 30 M
11 51 M
12 55 M
13 47 M
14 28 M
15 57 F
16 60 M
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CITOMETRIA, CITOQUINAS, INMUNOHISTOQUIMICA

- Hepatitis aguda

o Citometria:

En este grupo de pacientes se visualizd en sangre periférica un mayor porcentaje de
células marcadas con CD34+ es decir, una mayor movilizacion de CSMO, con respecto al grupo
control (0,091 + 0,02 vs 0,046 + 0,01; p<0,01). También se constaté un mayor porcentaje de
células VEGFR2+ en este grupo con respecto al grupo control (0,062 + 0,018 vs 0,021 + 0,003;
p<0,05). El resto de los parametros estudiados (ckit, CXCR-4, CD-133) no presentaron
diferencias significativas (Figura 6).

Destacar que el porcentaje de células CD34+ en este grupo de pacientes se correlaciond
positivamente de forma significativa con parametros clinicos de gravedad como son la

bilirrubina (r=0,388, p<0,05) y el INR (r=0,561, p<0,001).

p<0,01 Hepatitis Aguda (n:22)
’]20 _ O epatitis guan.

0 Control group (n:25)
,100 -

p<0,01

[ —

,080 - [ [

,060 - [ T

% of PBMC

,040 -

020 - I

,000 | | | | |
CD34+ CD133+VEGF-R2+CXCR-4+ c-KIT+

Figura 6. Citometria de flujo. Porcentaje de células marcadas para cada anticuerpo (media * error

estandar de la media). Comparacion entre grupo de hepatitis aguda y grupo control.
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o Factores de crecimiento y citoquinas:

Estas alteraciones citométricas se acompafiaron de un aumento de los niveles séricos de
HGF, que fueron significativamente superiores en los pacientes con hepatitis aguda frente a los
individuos sanos (6224,7 + 1188,1 pg/ml vs 816,6 + 47,7 pg/ml; p<0,05). Resultados similares
se obtuvieron en el caso de IL-8 (143,5 + 29,9 pg/ml vs 20,7 + 4,9 pg/ml; p<0,05), VEGF (478,2
+ 93,3 pg/ml vs 227 + 39,4 pg/ml; p<0,05), IL.-6 (19,7 + 11,3 pg/ml vs 1,1 + 0,31 pg/ml;
p<0,001) y SDF-1 (2817,4 + 119,4 pg/ml vs 2458,9 + 71,5 pg/ml; p<0,05) (Figura 7). Sin
embargo, no se objetivaron diferencias entre este grupo y el grupo control en el caso de otros
factores como SCF, PDGF y MMP9. En el caso de los factores humorales, se constatd una
correlacién positiva significativa entre los niveles de HGF y los niveles de AST (r=0,492, p<0,01)
y ALT (r=0,402, p<0,05). Los niveles de HGF también se correlacionaron con el MELD (r=0,316,
p<0,05) y con la actividad de protrombina (r=0,302, p=0,074), aunque esta ultima correlacion
no alcanzd significacidn estadistica. Sin embargo, si que se hallé correlacion estadisticamente
significativa entre el porcentaje de células CD34+ y los niveles de HGF (r=0,346, p<0,05) y los
de VEGF (r=0,596, p<0,001).

8000

7000

6000

5000

4000 m H. Aguda
u Control

3000

2000

1000

HGF SDF1 SCF PDGF

Figura 7. Niveles medios y error estandar de la media de HGF, SDF1, SCF y PDGF en sangre periférica en

pacientes con hepatitis aguda (pg/ml).
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Figura 8. Niveles medios y error estandar de la media de VEGF, IL-8 y MMP9 en sangre periférica en

pacientes con hepatitis aguda (pg/ml).

Ademas, en este grupo de pacientes se objetivd una mayor presencia de HGF en venas
suprahepaticas respecto a sangre periférica, siendo estas diferencias estadisticamente
significativas (26683 + 7563,9 pg/ml vs 8724 + 1439,1 pg/ml, p<0,05). Al contrario que en el
caso de HGF, los valores de VEGF fueron superiores en sangre periférica respecto a los
visualizados en venas suprahepaticas en este mismo grupo (229,3 + 60,6 pg/ml vs 143,6 + 56,2
pg/ml; p< 0,05) (Figura 8). Para el resto de los factores y citoquinas estudiadas (IL6 e IL8) no se

obtuvieron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 9. Valores medios y error estandar de la media de HGF y VEGF en sangre periférica y de venas

suprahepaticas en pacientes con afectacion hepatica aguda.
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o |Inmunohistoquimica

Se analizaron muestras de tejido hepatico de 8 pacientes incluidos en el grupo de hepatitis
aguda. Para estos pacientes, en el estudio realizado en tejido se detectdé un marcado
incremento de células CD34+, localizado principalmente en los sinusoides hepaticos,
apreciandose diferencias significativas con respecto al grupo control (Figura 10. A, C).

El porcentaje de drea teiida por c-kit no difirié significativamente entre las muestras
procedentes de pacientes con hepatopatia aguda y aquellas procedentes de individuos sanos
(grupo control) siendo en pacientes con hepatopatia aguda de 0,13 + 0,018 % y para individuos
sanos de 0,12 + 0,036 % (p>0,05).

El porcentaje de area tefiida por SCF no fue significativamente diferente en los pacientes
con hepatopatia aguda frente a individuos sanos, siendo en pacientes con hepatopatia aguda
de 0,22 * 0,068 % y para individuos sanos de 0,28 + 0,054 % (Figura 11). Su nivel de
significacién fue de 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 (Figura 12).

También se estudiaron muestras marcadas con VEGF, pero debido a que existen pocos

datos, no se pudo llevar a cabo un analisis estadistico de los mismos.

A. Haguda B. Cirrosis C. Control

Figura 10. Tincidn frente a CD 34 (X10)

A. H. AgAuda - B. Cirrosis C. Control

Figura 11. Tincidn frente a ckit (X10)
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A. H.Aguda B. Cirrosis C. Control

Figura 12. Tincidn frente a SCF (X10)

- Cirrosis hepatica

o Citometria

En este grupo de pacientes el porcentaje de células CD34+ en sangre periférica fue similar
al obtenido en el grupo control (0,042 + 0,006 vs 0,046 = 0,01; p > 0,05) (Figura 12). Tampoco
se visualizaron diferencias entre ambos grupos en cuanto al porcentaje de células VEGFR+ ni

en el porcentaje de células ckit+, CD133 o CXCR4 entre los grupos a estudio.

Cirrosis hepatica (n:25
,120 - m Cirrosis hepatica (n:25)

@ Grupo control (n:25)
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Figura 13. Porcentaje de células marcadas para cada anticuerpo (media + error estandar de la media).
Comparacidn entre grupo de cirrosis y grupo control.
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o Factores de crecimiento y citoguinas

En cuanto a los factores de crecimiento y citoquinas cuantificados en sangre periférica, se
objetivd, al igual que en el grupo de hepatitis agudas, un incremento significativo con respecto
al grupo control de HGF (2657,4 + 316,5 pg/ml vs 816,5 + 47,7 pg/ml; p<0,001), IL-8 (61,9 + 8,4
pg/ml vs 20,7 + 4,9 pg/ml; p<0,001), IL-6 (39,5 + 17,3 pg/ml vs 1,1 £ 0,31 pg/ml; p<0,001) y
SDF-1 (3297,2 + 126,6 pg/ml vs 2458,9 + 71,5 pg/ml; p<0,001). Se obtuvieron similares
resultados con SCF, aunque en este caso las diferencias no alcanzaron significacion estadistica
(p=0,08). Sin embargo, y al contrario de lo que ocurria en el grupo anterior, las cifras de VEGF
fueron significativamente menores en el grupo de pacientes cirrdticos con respecto al grupo
control (126,4 + 20,7 pg/ml vs 227 + 39,4 pg/ml; p<0,05) (Figuras 13 y 14). El mismo resultado
se obtuvo para PDGF (1244,2 + 187,6 pg/ml vs 3112,8 + 380 pg/ml; p<0,001) y MMP9 (283,3 +
45,8 pg/ml vs 549,7 + 59,1 pg/ml; p<0,001).
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p < 0,001 P <0,001
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HGF SDF1 SCF PDGF

Figura 14. Niveles medios y error estandar de la media de HGF, SDF1, SCF y PDGF en sangre periférica.
Comparacidn entre grupo de cirrosis hepatica y grupo control (pg/ml).
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Figura 15. Niveles medios y error estdndar de la media de VEGF, IL6, IL8 y MMP9 en sangre periférica.
Comparacidn entre grupo de cirrosis hepatica y grupo control (pg/ml)

En el caso de los pacientes con cirrosis hepatica, se constaté un aumento significativo de
IL-8 en sangre de venas suprahepadticas, en comparacion con la cuantificada en sangre
periférica (77,05 + 25,68 pg/ml vs 57,68 + 19,23 pg/ml; p<0,05 (Figuras 15y 16). Para el resto
de los factores y citoquinas estudiadas no se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas para los distintos grupos. Se objetivd una tendencia a que existiera una mayor
presencia de HGF en venas suprahepaticas con respecto a sangre periférica (3603,5 + 1086,49
pg/ml vs 2923,6 + 881,5 pg/ml), sin constatarse significacion estadistica (p>0,05). Lo mismo
ocurrio en el caso de VEGF, en el que existia una tendencia similar al caso de los pacientes con
afectacién aguda, sin alcanzarse diferencias significativas (85,9 + 25,9 pg/ml en sangre

periférica vs 58,6 + 17,68 pg/ml en suprahepaticas; p>0,05).
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Figura 16. Niveles medios y error estandar de la media de HGF, SCF y SDF1 en sangre periférica y de
venas suprahepaticas en pacientes con cirrosis hepatica (pg/ml).
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Figura 17. Niveles medios y error estandar de la media de VEGF, IL-6 e IL-8 en sangre periférica y de
venas suprahepaticas en pacientes con cirrosis hepatica (pg/ml).




o |Inmunohistoquimica

Se analizaron muestras de tejido hepatico de 7 pacientes incluidos en el grupo de cirrosis
hepatica.

En el estudio realizado en tejido no se objetivo tincion sinusoidal de CD34, al contrario de
lo que ocurria en el grupo de hepatitis agudas (Figura 10B). Sin embargo, estos pacientes
presentaron una mayor expresion (p< 0,05) de c-kit en tejido hepatico con respecto a los
pacientes agudos y los individuos sanos, localizado principalmente a nivel periportal. El
porcentaje de area que marcaba para c-kit fue mayor en pacientes con enfermedad hepatica
cronica frente a individuos sanos, siendo en pacientes con enfermedad hepatica crénica de
0,29 £ 0,065 % y para individuos sanos de 0,12 + 0,036 %. Estos grupos presentaron también
diferencias significativas entre si (p < 0,05).

El porcentaje de area que marcaba para c-kit fue mayor en pacientes con enfermedad
hepatica crdnica frente a pacientes con hepatopatia aguda, objetivandose diferencias

significativas entre si (p < 0,05) (Figura 16).
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Figura 18. Porcentajes de dreas marcadas de c-kit en los distintos grupos a estudio y error tipico. * (p <
0,05)
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El area tefiida por SCF no fue significativamente (p> 0,05) diferente en los pacientes con
enfermedad hepatica crénica frente a los individuos sanos, siendo en pacientes con
enfermedad hepatica crénica de 0,26 + 0,03 % y para individuos sanos de 0,28 + 0,054 % (Tabla
7). Si que se cuantificé un porcentaje del area tefiida por SCF algo superior en los pacientes
con enfermedad hepatica crénica frente a los pacientes con hepatopatia aguda (0,26 +0,03 %

vs 0,22 + 0,068 %), aunque sin alcanzar significacidn estadistica (p>0,05) (Figura 17).
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Figura 19. Porcentajes de dreas marcadas de SCF en los distintos grupos a estudio y error tipico.

Tabla 6. Inmunohistoquimica. N, media y error estdndar (e.e) de c-kit y SCF para cada grupo a estudio.

Grupo Medicidon (% area) c-kit SCF
Media *+ e.e. 0,13+0,018 0,22 + 0,068
Agudo
N 8 5
Media t e.e. 0,29 £ 0,065 0,26 £ 0,030
Crénico
N 7 6
Media *+ e.e. 0,11 +0,035 0,28 + 0,054
Control
N 6 6
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- Fallo agudo sobre crénico

o Citometria:

En este grupo hubo problemas técnicos con varias de las muestras incluidas, motivo por el
cual solo se pudieron analizar seis muestras. No se encontraron diferencias significativas con
respecto al grupo control (0,057 = 0,01 % vs 0,046 = 0,008 %; p: 0,401). Tampoco se
encontraron diferencias significativas para el resto de marcadores citométricos analizados.

o Factores de crecimiento vy citoquinas:

En este grupo, al igual que en el grupo de hepatitis aguda, se visualizd un aumento
significativo de HGF en sangre periférica con respecto al grupo control (6348,6 pg/ml + 1060,4
vs 816,6 + 47,7 pg/ml; p<0,01). También se constatd un aumento significativo de IL6 e IL8 en
este grupo respecto al control (48,4 + 21,7 pg/ml vs 1,1 £ 0,3 pg/ml; p< 0,01). Para el resto de
citoquinas estudiadas no se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre este
grupo y los individuos sanos.

Comparando este grupo de pacientes con el de pacientes con cirrosis hepatica, destacar que

se obtuvieron mayores niveles de HGF en el grupo de pacientes con ACLF (6348,6 + 1060,4

pg/ml vs 2657,4 £ 316,5 pg/ml) y PDGF (2718,9 £ 732,5 pg/ml vs 1244,2 + 187,6 pg/ml)
alcanzandose en ambos casos la significacion estadistica (p<0,01). Por el contrario, los niveles

de SDF1 en sangre periférica fueron superiores en el grupo de pacientes cirrdticos con
respecto a aquellos con ACLF (3297,2 £+ 126,6 pg/ml vs 2520,8 £ 208,1 pg/ml; p<0,01). Para el

resto de factores no se obtuvieron diferencias significativas.

o |Inmunohistoquimica

No se han analizado datos en este grupo de pacientes.
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Tabla 7. Niveles medios de citoquinas en sangre periférica (pg/ml) £ EEM.

Grupo Control Hepatitis aguda Cirrosis ACLF
HGF 816,6 +4 7,7 6224,7 + 1188,1" 2657,6 + 316,5" 6348,6 + 1060,4
VEGF 227 + 47,7/ 478,2 + 93,3" 126,4 + 20,7 165,5 + 58,5
SDF1 2458,9+71,5 2817,4 + 119,4* 3297,2 + 126,6" 2520,8 + 208,1
SCF 1098,3 + 65,9 1000,9 + 110,9 1228,9 + 59,5/ 1102,2 +117,5
IL8 20,7 +4,9 143,5 + 29,9 61,9+ 8,4* 132,5+ 36,5
IL6 1,1+ 0,3 19,8+ 11,3* 39,4+ 17,3n 48,4+ 21,7
PDGF | 3112,8 + 380/~ 3128,7 + 275,47 12442 + 187,6 2718,9 + 732,5
MMP9| 549,7 + 59,1AA 458,1 + 87,2/ 283,3+ 45,9 337,7 + 48
Leyenda.

*  p<0,001 vs control
A p<0,001 vs aguda
p<0,001 vs cirrosis y control
** p<0,05 vs control
AN p<0,05 vs cirrosis
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DISCUSION

En condiciones fisioldgicas, tan solo uno de cada 2000-3000 hepatocitos se divide para
mantener la masa hepatica funcional'’. Sin embargo, después de que ocurra la lesién el
higado tiene la capacidad de auto-regenerarse y restaurar su tejido parenquimatoso. El dafio
hepatico o la pérdida de masa hepatica puede estimular su capacidad regenerativa de forma
extensa hasta que el tejido hepdtico se recupera mediante la proliferacion de células
parenquimatosas hepaticas (hepatocitos y colangiocitos). Estas células suponen por tanto la
primera y mas importante fuente para la reparacion del tejido dafiado. Sin embargo, en caso
de que el dafio celular parenquimatoso sea extenso, grave o prolongado en el tiempo, los
hepatocitos pueden perder esta capacidad autorenovadora. En este caso, se activa un
compartimento de células progenitoras hepaticas (CPH), localizado en los conductillos del

36,37

arbol biliar intrahepatico, que tomaria el relevo Por otro lado, algunos autores han

propuesto que también las CSMO podrian participar en la regeneracion hepatica, dando lugar
a nuevos hepatocitos o a CPH mediante procesos de transdiferenciacién o de fusion>%°*>%, Sj
bien, todavia existe controversia a este respecto. Los mecanismos por los cuales estas células
migran de MO y son reclutadas por el higado dafiado no han sido del todo aclarados.

Es por esto que el objetivo de nuestro estudio fue investigar la hipotesis de que las células
progenitoras procedentes de médula dsea juegan un papel importante en los procesos de
regeneracion hepatica celular cuando se produce dafio hepatico agudo, agudo sobre crénico o
cronico en seres humanos, ademas de investigar los procesos de migracion y anidamiento de
estos precursores en el higado danado. Para ello analizamos la presencia de determinadas
citoquinas y factores de crecimiento, asi como de marcadores celulares, tanto a nivel
periférico (sangre) como a nivel local (sangre de venas suprahepaticas y tejido hepatico). Los

resultados obtenidos en los distintos grupos de pacientes fueron comparados con muestras

provenientes de controles sanos, tanto de sangre periférica como de tejido hepatico.

HEPATITIS AGUDA

Nuestros resultados muestran que en pacientes que han sufrido dafo hepatico agudo
grave se produce una mayor movilizacidon de precursores hematopoyéticos (CD34+) de MO a
sangre periférica, en comparacion con la apreciada en individuos sanos, siendo las diferencias
estadisticamente significativas. Resaltar que dicha movilizacion se correlaciona positivamente
de forma significativa (p<0,01) con parametros analiticos que muestran gravedad, como son la

bilirrubina y el INR. Este aumento de células CD34+ en sangre periférica se acompafié de un
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aumento significativo del porcentaje de células VEGFR2+ (p<0,01). Conviene recordar que
VEGFR2 también ha sido descrito como marcador de célula precursora endotelial'!®. Asociada
a la significativa movilizacion de células CD34+ a sangre periférica, observamos una expresion
de células CD34+ significativamente incrementada en las muestras de tejido hepatico
procedentes de pacientes con hepatitis aguda, con respecto al grupo control. Ademas, se debe
destacar que su tincion fue mas llamativa en torno a los sinusoides hepaticos. Este hecho
podria indicar que las CS procedentes de MO, tras provocarse el dafio hepatico agudo, migran
a sangre periférica, y desde ahi al higado, donde anidan en torno a los sinusuoides. Este
hallazgo, unido al aumento en sangre periférica de células VEGFR2+ y al aumento, también
significativo (p<0,05), de VEGF en sangre periférica, nos sugiere que VEGF, su receptor VEGFR2
y por tanto la angiogénesis, podrian ser importantes en el inicio de los procesos de
regeneracién hepatica. La via VEGF/VEGFR ha demostrado ser esencial en la regeneracion
hepatica'’®. Wang et al*'* demostraron en un modelo de lesidn téxica hepatica aguda en ratas
gue VEGF es responsable de regular el reclutamiento de las CSMO al higado, asi como de su
diferenciacidn a células endoteliales sinusoidales.

En cuanto al resto de marcadores analizados por citometria, no se encontraron en el grupo
de pacientes con hepatitis aguda diferencias significativas en el porcentaje de células c-kit+, y
CD133+. El hecho de que la movilizacion de células CD34+ no se acompafie de un porcentaje
mas elevado de células CD133+, nos sugiere que las células precursoras movilizadas en los
procesos de regeneracion hepatica no sean tan primitivas como se pensaba. Es decir, que
cuando son movilizadas a sangre periférica desde MO, las células precursoras se encuentran
en un estadio mas diferenciado. A pesar de que los niveles cuantificados de SDF-1 en sangre
periférica en este grupo de pacientes se encontraba incrementado con respecto al grupo
control (p<0,05), no se acompaifo de un aumento en el porcentaje de células CXCR4+. Existen
pocos estudios a este respecto en humanos. La mayoria de los datos recogidos vienen de
estudios en animales. En respuesta a la lesion producida por CCl4 y a la hepatectomia parcial
en ratas, se objetivé un aumento en los niveles de SDF-1 y del reclutamiento de progenitores
hematopoyéticos CXCR4+, lo cual demostréd ser un mecanismo de reparacién del tejido
hepatico importante®. Contrariamente, en otro modelo animal de isquemia-reperfusion, la
administracion de un antagonista de SDF-1 resulté en un aumento de la proliferacion
hepatocitaria y en la reduccidn de la necrosis120. Tomados en conjunto, los hallazgos indican
un papel protector del eje SDF-1/CXCR4 tras la lesion hepatica aguda toxica o isquémica. Sin
embargo, cuando se reduce temporalmente el flujo de oxigeno al higado, la inhibicién de esta
via mejord la regeneracion tisular, indicando por tanto un papel perjudicial. Aparte de

participar en la movilizacién de las células hematopoyéticas, CXCR4 también ha demostrado
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ser un marcador de actividad inflamatoria, jugando un papel importante en el reclutamiento y
activaciéon de leucocitos y células inflamatorias!?. Nuestros resultados podrian indicar que
CXCR4, al actuar en la activacion de células mas maduras, como los leucocitos, tendria un
papel mas importante en procesos inflamatorios crénicos o relacionados con la
cancerogénesis, mientras que tendria un papel menos relevante en los procesos de
movilizacion de precursores hematopoyéticos. No asi SDF-1, cuyos niveles séricos elevados
tanto en enfermedad hepatica aguda como crdnica, nos orientan a pensar en un rol
importante para esta citoquina en los mecanismos regenerativos hepaticos.

Lemoli et al*?? investigaron la movilizacién de CSMO en pacientes a los que se realizaba
hepatectomia parcial y en pacientes con cirrosis hepatica tras la realizacion de TOH,
cuantificando el porcentaje de células marcadas con distintos anticuerpos (CD34, CD133,
VEGFR, CD90 y CD38), ademas de la concentracion de varias citoquinas y factores relacionados
con la movilizacion de estas células (SCF, G-CSF, HGF, SDF-1, VEGF y TNF-a) en sangre
periférica previa y posteriormente a la realizacién de la intervencidn quirurgica. En el grupo de
pacientes sometidos a hepatectomia parcial, modelo de lesidn hepatica aguda en el que se
basa gran parte de la literatura sobre este tema, la movilizacién basal, es decir previa a la
hepatectomia, de células CD34+ y CD133+ se encontraba reducida con respecto al grupo
control. Tras la realizacidn de la hepatectomia, se objetivd un aumento significativo (p<0,05)
del porcentaje de células CD34+ con respecto al grupo control, mientras que la movilizacién de
células CD133+ fue similar a la del grupo control, lo cual viene a corroborar los resultados
obtenidos por nuestro grupo. Sin embargo, al contrario que en nuestro caso, tampoco se
observé una movilizacidn de células precursoras endoteliales (VEFGR+). En otro trabajo previo
también se obtuvieron resultados similares, apreciandose tras el dafio hepatico causado por
una hepatectomia parcial una movilizaciéon de células CD34+, capaces de diferenciarse en
hepatocitos y de iniciar la regeneracién hepatica'?. Sin embargo, en otro estudio llevado a
cabo por Di Campli et al*?*, no se observé movilizacién de CSMO tras la hepatectomia parcial ni
en pacientes con ACLF.

Como se ha mencionado previamente, en el trabajo de Lemoli'?? también se llevé a cabo la
cuantificacion de citoquinas en sangre periférica. La movilizacion de células CD34+ se
acompafig, tras la realizacién de la reseccidén hepatica, de un aumento significativo (p<0,05) de
los niveles séricos de todas las citoquinas cuantificadas (SCF, G-CSF, HGF, SDF-1, VEGF y TNF-
o). Estos resultados van en consonancia con los de nuestra tesis. Ademas de lo ya mencionado
sobre VEGF, en el grupo de pacientes con hepatitis aguda se constato, con respecto al grupo
control, un aumento significativo (p<0,05, p<0,001) en sangre periférica de HGF, IL-6 y SDF-1.

Al contrario de lo que ocurria en el estudio de Lemoli, los niveles de SCF fueron similares a los
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cuantificados en el grupo control. Tampoco se objetivd en estos pacientes una movilizacion
significativa de células c-kit+, ni un aumento en la expresién en tejido hepatico del mismo
receptor. Asi pues, nuestros resultados orientan a un papel menor del eje SCF-c-kit en el
reclutamiento de progenitores hematopoyéticos tras el dafo hepatico agudo.

Los niveles en sangre periférica de HGF, el principal factor involucrado en los procesos de
regeneracion hepatica, estaban significativamente incrementados en este grupo de pacientes
con respecto al grupo control (p<0,05). Ademads, dichos niveles se encontraban mas
incrementados de forma significativa en sangre de venas suprahepaticas con respecto a los
niveles hallados en sangre periférica. Es decir, que la presencia de HGF era superior a nivel
local. En un estudio llevado a cabo por Shiota et al*?®, se cuantificaron los niveles de HGF en
sangre periférica de pacientes con distintos tipos de hepatopatia. Los niveles séricos de HGF
fueron significativamente superiores en todos los grupos de hepatopatias (hepatitis aguda,
cirrosis, fallo hepatico fulminante, HCC) con respecto al grupo control. Ademas, dichos niveles,
al igual que en nuestro estudio, exhibieron una correlacién positiva con parametros séricos de
gravedad, como son los niveles de bilirrubina sérica. Si bien estos autores encontraron una
correlacién negativa con otros parametros de gravedad como los niveles séricos de albiminay
con el tiempo de protrombina, mientras que nosotros vimos una correlacidon positiva con el
INR. Como ocurria en el estudio de Shiota, los niveles de HGF cuantificados por nuestra parte
en los otros dos grupos a estudio, los pacientes con cirrosis y con ACLF, también fueron
significativamente superiores (p<0,001) a los del grupo control.

Al igual que en el caso de HGF, en nuestro estudio observamos niveles superiores de VEGF
en sangre periférica respecto a los obtenidos en individuos sanos. Sin embargo, al contrario de
lo que ocurria con HGF, los niveles de VEGF resultaron superiores en sangre periférica con
respecto a sangre de venas suprahepaticas, Estos resultados con respecto a VEGF coinciden
con los de la literatura®®®'?” En un estudio, ademas, se evaluaron los niveles séricos de VEGF
en distintas fases de pacientes con hepatitis aguda, hallandose niveles superiores de este
factor en la fase aguda, que posteriormente retornaban en la fase de convalecencia a cifras
cercanas a la normalidad!?. Estos hallazgos podrian ser una explicacién al hecho de que en
nuestro estudio no existieran diferencias significativas entre el grupo de pacientes con ACLF y
el grupo control, y en el caso del grupo de cirrosis hepatica, los niveles de VEGF fueran
inferiores significativamente (p<0,05) a los del grupo control. Por otra parte, niveles bajos de
PDGF y de VEGF también se han asociado a la gravedad y a mal prondstico en la hepatitis
aguda, cuantificandose niveles inferiores (p<0,001) en hepatitis fulminante en comparacion
con hepatitis agudas y con controles'?®, Al igual que en nuestro caso, no se obtuvieron en

dicho estudio diferencias significativas en los niveles de PDGF entre hepatitis agudas y
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controles. Los niveles de PDGF se correlacionaron con el recuento de plaquetas, responsables
de su sintesis, por lo que los autores sugerian que el descenso en los niveles de
trombopoyetina y plaquetas en los pacientes con hepatitis fulminante, podria llevar al
descenso en los niveles de PDGF.

En el grupo de pacientes con dafio agudo, no se aprecié una mayor expresion de SCF y c-kit
en tejido hepatico con respecto al grupo control. En un estudio que analizaba muestras de
tejido hepatico de pacientes pediatricos (entre 1y 13 afios de edad), sin embargo, se observd
que la expresion de mRNA de c-kit era mas elevada en el grupo de pacientes con hepatopatia
aguda con respecto al grupo control, mientras que dicha expresion era similar en pacientes
con cirrosis que en los individuos sanos'?. Aunque en ambos grupos, la tincién observada en
los espacios porta y en los septos fibrosos era discreta, en pacientes con fallo hepatico
fulminante existia un pequefio numero de células integradas en conductos biliares intactos
gue presentaba una tincién muy intensa para c-kit, lo cual sugeria a los autores que este
receptor podria estar involucrado en los procesos de regeneracion celular tras el dafio
hepatico. Fujio et al®, como ya hemos mencionado previamente, mostraron en un modelo de
rata AAF, que la expresion de c-kit era inducida durante la activacidon de las células ovales.
Conviene recordar que en este modelo murino, la expresidon de c-kit se incrementa desde las
primeras 24 horas, y permanece elevada durante 2 semanas antes de volver a los niveles de
control. Por tanto, si la expresion de c-kit es transitoria, y solo estad presente en un nimero
pequefio de células en cualquier momento, podria ser faciimente omitida. También explicaria
la diferencia en la expresidn entre los pacientes con fallo agudo y aquellos con cirrosis, porque
en este ultimo grupo, la evolucidon en el tiempo y por tanto la respuesta celular esta

comparativamente atenuada.

CIRROSIS

En el grupo de pacientes con cirrosis hepatica, al contrario de lo que ocurria en grupo de
dafio agudo, no se objetivd un aumento significativo del porcentaje de células CD34+ ni
CD133+. Tampoco se observd una movilizacion de células precursoras endoteliales VEGFR+. A
este respecto, la literatura muestra resultados contradictorios. En dos estudios disefiados para
evaluar la seguridad de la administracién de G-CSF, no se objetivaron diferencias en cuanto al
porcentaje de células CD34+ en sangre periférica, ni tampoco de células CD133+, en un grupo
de pacientes con cirrosis respecto al grupo control**3!, En el estudio comentado previamente
que llevaron a cabo Lemoli et al'?2, previamente al TOH, el grupo de pacientes cirréticos
mostré una movilizacion basal de CSMO reducida, demostrada por la baja concentracion de

células CD34+ y CD133+, con respecto a las obtenidas en el grupo de donantes sanos. A los 3y
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a los 7 dias tras la realizacion del TOH, se objetivd un aumento significativo del porcentaje de
células CD34+ circulantes, asi como del porcentaje de células CD133+ y VEGFR+. Ademas, tras
la realizacién del TOH también se objetivd un aumento de VEGF en sangre periférica. La
movilizacion de progenitores endoteliales podria ser debida al aumento de los niveles séricos
de VEGF, secundario al dafio vascular causado por el trasplante. De hecho, en modelos
animales se ha comprobado que células circulantes CD133+ y CD34+/VEGFR+ contribuyen a la
neo-angiogénesis tras la isquemia tisular provocada por el trasplante, y a la regeneraciéon del
érgano dafiado®3%133,

Respecto al estudio inmunohistoquimico de las muestras de tejido provenientes de los
pacientes con cirrosis hepatica, y al contrario que en el grupo de pacientes con hepatitis
aguda, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la expresién de CD34 y
SCF. En cambio, en este mismo grupo de pacientes cirréticos, se obtuvo una mayor expresion
de c-kit en tejido hepatico, en comparacion con el grupo control, localizado principalmente a
nivel periportal. CD34 es un marcador de células progenitoras mas primitivas que c-kit.
Ademas de ser un marcador de mastocitos y de células precursoras hematopoyéticas, se ha
descrito en estudios previos la presencia de CPH que expresan c-kit en su superficie!?>!34, En
un estudio llevado a cabo por Crosby et al*, se identificaron poblaciones de células c-kit+ o
CD34+ con caracteristicas de CS en los espacios porta de muestras de tejido hepatico de
pacientes con cirrosis hepatica. Aunque también se hallo ese tipo de células en tejido de
higados sanos, la expresién fue mayor en el higado cirrético. Ademas, esas células CD34+ o c-
kit+ aisladas mostraron in vitro potencial para dar lugar a células epiteliares biliares, aparte de
a hepatocitos. Llegaron a la conclusién de que ambos tipos celulares (células c-kit+ o CD34+)
podrian representar distintas fases progresivas en la via de diferenciacion del linaje celular.
Nuestros resultados apoyarian esta hipdtesis, ya que las células que expresan c-kit localizadas
en los espacios porta podrian corresponder a CPH. Algunos estudios han mostrado un
aumento de la expresidn de c-kit en pacientes con HCC'*, por lo que en pacientes cirréticos, el
proceso regenerativo podria derivar en la aparicion de células tumorales, y por consiguiente
de HCC a lo largo del tiempo.

Al igual que ocurria en el grupo de pacientes con hepatitis aguda, en nuestro estudio, los
niveles de HGF e IL-6 en sangre periférica, se encontraban elevados en el grupo de pacientes
cirréticos con respecto al grupo control. Similares resultados se obtuvieron en otros dos
estudios que analizaban los niveles de HGF e IL6 en pacientes con distintos grados de cirrosis
por alcohol (atendiendo a la clasificacidon de Child-Pugh), en pacientes alcohdlicos sin cirrosis y
en individuos sanos®3®137, En ambos los niveles de HGF eran superiores significativamente en el

grupo de pacientes con cirrosis respecto a los otros 2 grupos, siendo los niveles mas altos los
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encontrados en los pacientes en estadio mas avanzado de cirrosis (Child C). Ademas, se
encontré correlacion positiva entre dichos niveles y parametros analiticos como son AST, ALT,
bilirrubina y el tiempo de protrombina, en consonancia también con nuestro estudio. Similares
resultados se obtenian en el caso de IL6. En otro estudio en el que se analizaba el papel de HGF
e IL6 en pacientes con cirrosis hepatica, se comparaban la concentracion de estas citoquinas
en sangre periférica, en la vena porta, y en la vena y la arteria hepaticas de pacientes con
cirrosis y en individuos sanos®3®. Al igual que en nuestro estudio, los niveles de HGF y de IL6 en
sangre periférica fueron superiores en el grupo de pacientes con cirrosis con respecto al grupo
control. Sin embargo, los niveles de HGF a nivel local (vena hepatica) fueron inferiores
significativamente respecto a los hallados en sangre periférica. En nuestro caso no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas respecto a la cuantificacion de IL-6 y
HGF en sangre de venas suprahepaticas y periféricas. En el caso de IL-8 si que se objetivd una
mayor presencia de esta citoquina en venas suprahepadticas, siendo las diferencias
significativas (p<0,05).

IL-8 es una citoquina responsable de la atraccidn de células polimorfonucleares a las zonas
donde ha existido dafo tisular e inflamacidn. Algunas observaciones sugerian que las vias de
IL-8 también podian estar involucradas en la patogénesis de la enfermedad hepatica crénica.
Por ejemplo, se ha comprobado que los niveles de IL-8 en sangre periférica estaban elevados
en pacientes con hepatitis alcohdlica’®>!°. Dichos niveles se correlacionaron con la gravedad y
el mal prondstico de la enfermedad. Ademas, la actividad de la esta citoquina se ha asociado a
la progresion de la fibrosis en pacientes con cirrosis hepética'®. En este estudio, tanto los
niveles de IL-8 en sangre periférica como su expresidn a nivel intrahepatico variaban en
funcién de la etiologia de la cirrosis, y se asociaron a un acumulo de macréfagos a nivel
intrahepatico, que ademas demostraron secretar a su vez IL-8. Ademads, los autores
objetivaron una mayor expresion de IL-8 a nivel intrahepatico en pacientes cirrdticos,
comparandola con los resultados obtenidos en otro estudio realizado en pacientes con lesion

142

aguda En nuestra tesis, en concordancia con lo mencionado previamente, los niveles
plasmaticos de IL-8 en sangre periférica del grupo de pacientes con cirrosis hepatica se
encontraban incrementados significativamente con respecto al grupo control (p<0,01). Estos
resultados reflejan el importante papel que podria jugar IL-8 en la atraccion y activacion de
polimorfonucleares y macréfagos, tanto en la fase aguda, como en fases avanzadas de la
cirrosis hepatica. En este mismo grupo, los niveles cuantificados en venas suprahepaticas
estaban incrementados con respecto a los de sangre periférica (p<0,05), de acuerdo con el

estudio de Zimmerman. En los otros dos grupos de pacientes los niveles de IL-8 en sangre

periférica también estaban incrementados (p<0,001), sin que se objetivaran diferencias entre
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los niveles a nivel periférico y hepatico. Ademas de en otros tumores, se ha observado un
aumento de los niveles plasmaticos y de la expresion de IL-8 en tejido hepatico de pacientes
con hepatocarcinoma®*®. El hallazgo de la mayor presencia de IL-8 a nivel hepético podria ser
importante, ya que encajaria con la idea de que el mismo proceso de regeneracidn hepatica en
pacientes con cirrosis podria llevar a un proceso defectuoso que sigue la via de la fibrogénesis
y de la cancerogénesis.

Otro de los factores analizados en nuestro estudio fue MMP-9. En los pacientes con
cirrosis hepatica los niveles séricos de MMP-9 se encontraban disminuidos con respecto al
grupo control (p < 0,001), mientras que en los otros grupos no se encontraron diferencias
significativas con respecto a los controles. En la literatura existe controversia en este sentido.
En un estudio en el que se analizd la actividad de esta enzima (ademas de MMP-2 y MMP-8) en
pacientes con cirrosis hepatica por alcohol, se evidencid que los niveles en sangre periférica de
MMP-9 eran superiores en los pacientes con cirrosis con respecto al grupo control, pero
Unicamente se hallaron diferencias significativas en el grupo de pacientes con cirrosis
avanzada (Child C)*4. Sin embargo, en otro estudio japonés!*®, no se hallaron diferencias
significativas entre el grupo de cirrosis y el grupo de individuos sanos. En nuestro caso, se
decidid no estratificar a los pacientes en funcidn del estadio de Child-Pugh, lo cual ha podido
enmascarar los resultados obtenidos.

Como hemos mencionado previamente, los niveles de VEGF en sangre periférica de los
pacientes con cirrosis hepatica resultaron inferiores al grupo control, encontrandose
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Similares resultados se han publicado en la

literatural*®14’

. Los niveles séricos de VEGF descendieron asociados a la progresién de la
enfermedad, en relacién a la clasificacion de Child-Pugh. Es decir que la secrecién y/o
produccion de VEGF se encuentra alterada en pacientes con dafio hepatico crdnico, y
disminuye conforme avanza el grado de disfuncidn hepatica.

Las plaquetas también juegan un papel importante en la regeneracién hepatica, ya que
son responsables de la secrecién de estimuladores de la angiogénesis como VEGF y PDGF*,
Los niveles de PDGF en nuestros pacientes con cirrosis hepatica, al igual que lo de VEGF y los
de MMP-9, se encontraban disminuidos con respecto a lo controles (p<0,001). La trombopenia
asociada a la cirrosis hepatica podria explicar en parte la disminucion de estas citoquinas en
sangre periférica. A su vez, los niveles bajos de VEGF, inductor de la expresion de proteasas
como la colagenasa y las metaloproteinasas de la matriz, podrian ser los responsables de la
disminucion de la sintesis y secrecion de MMP-9 en los pacientes cirrdticos.

Durante la lesidon crdnica hepatica, el eje SDF-1/CXCR4 ha demostrado estar activado e

involucrado en la progresion de la fibrosis. Tanto los niveles de SDF-1 como la expresion de
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CXCR4 estaba aumentada en pacientes con cirrosis hepatica y hepatitis crénica B y C**°. En
nuestro estudio, al igual que en el grupo de pacientes con hepatitis aguda, los niveles de SDF-1
en sangre periférica se encontraban incrementados con respecto a los controles. Sin embargo,

el porcentaje de células CXCR4+ en sangre periférica no difirié con respecto al grupo control.

FALLO AGUDO SOBRE CRONICO

Los pacientes con ACLF son un grupo heterogéneo de pacientes. De hecho, en los ultimos
anos, y como ha sido comentado previamente, han sido publicadas numerosas definiciones y
criterios clinicos para intentar agruparlos’®. Son pacientes portadores de una enfermedad
hepatica cronica, que en algin momento, y debido a multiples causas, sufren una agudizacion
de su enfermedad. Respecto a los parametros estudiados en esta tesis, este grupo también ha
presentado resultados heterogéneos. En algunos casos los resultados se asemejan al grupo de
hepatitis agudas, mientras que en otros su comportamiento es similar al de la hepatopatia
cronica. La literatura acerca de la regeneracidon hepatica en estos pacientes es escasa, y
tampoco existen modelos animales como en el caso de los otros dos grupos. Wan et al**®
analizaron la movilizacidon de células CD34+ en pacientes con ACLF. Hallaron que en estos
pacientes se producia un aumento de la expresidon de estas células en sangre periférica, en
comparaciéon con un grupo de controles sanos, demostrando ademads que dichas células
expresaban marcadores especificos de hepatocitos como son la citoqueratina 19 (CK-19) y
alfafetoproteina. EIl mismo grupo obtuvo resultados similares mas recientemente, también en
pacientes con ACLF*°,

En nuestros pacientes con ACLF los resultados probablemente estén influenciados por el
escaso numero de pacientes incluido. La movilizacion de células CD34+ al torrente circulatorio
no difirid significativamente respecto a la obtenida en el grupo control. En cuanto al
porcentaje de células marcadas para el resto de anticuerpos (CXCR4, c-kit, CD133, VEGFR),
tampoco se encontraron diferencias respecto al grupo control.

En el estudio comentado previamente también se objetivd un aumento significativo de
HGF, IL-6, SCF y MMP-9 en sangre periférica con respecto al grupo control. Nuestros
resultados en este grupo de pacientes fueron similares para HGF e IL-6, asi como para IL-8,
cuyos niveles en sangre periférica estaban incrementados con respecto al grupo control (p<
0,01). Sin embargo, los niveles de MMP-9 y de SCF, de forma similar a lo que ocurria en la
hepatitis aguda y en la cirrosis, no difirieron de los hallados en el grupo control. Tampoco
hallamos diferencias para otros factores como PDGF y SDF-1. La expresion de VEGF,
aumentada en el grupo de hepatitis agudas, en este grupo sin embargo se asemejaba mas a la

detectada en el grupo de cirréticos, en el que estaba disminuida con respecto a los controles.
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En resumen, nuestros resultados indican que en pacientes con dafio hepatico agudo
existe una movilizacién importante de células progenitoras hematopoyéticas CD34+ a sangre
periférica, que se acompafia de un aumento de una serie de citoquinas y de factores de
crecimiento, como son HGF, SDF-1, IL-6 e IL-8, que podrian estar involucradas en la
movilizacion de dichas células y en su reclutamiento por parte del higado dafiado. Ademas, en
estos pacientes también se constatd una movilizacion de células precursoras endoteliales
VEGFR+ a sangre periférica, acompafiado de un aumento significativo de VEGF, lo cual nos
sugiere la importancia de los procesos de angiogénesis en la regeneracion del tejido hepatico.

En pacientes con cirrosis hepatica, por el contrario, los procesos de regeneracidén en
respuesta a un estimulo lesivo crénico y continuado no parece que precisen de la movilizacion
y actuacion de este tipo de células progenitoras. Si estan involucradas parte de las citoquinas
gue también participan en procesos agudos (HGF, IL-6, IL-8 y SDF-1). Sin embargo, no parece
tan clara la implicacién de VEGF y su receptor VEGFR en este grupo de pacientes. Es posible
que el equilibrio entre los procesos de angiogénesis y fibrogénesis se decante a favor de estos
ultimas, favoreciéndose la sintesis de colageno y por tanto aumentando la fibrosis. Los bajos
niveles de MMP-9 cuantificados en estos pacientes también nos orientan en esa direccién. El
aumento de la expresidn de c-kit en el tejido hepatico de pacientes cirréticos, que no se
acompafia de un aumento en los niveles de SCF, por una parte podria sugerir la presencia de
CPH en tejido periportal, lo que confirmaria su importante papel regenerativo en caso de que
la reserva de hepatocitos no sea suficiente para compensar la pérdida de masa hepatica
funcional. Por otra parte, la asociacién de esta molécula con el HCC y con otros tipos
tumorales, podria guardar relacién con el elevado riesgo de este tumor en la cirrosis hepatica.

Respecto a los pacientes con ACLF, se trata de un grupo heterogéneo en el que
influyen multitud de variables clinicas. Debido al bajo nimero de pacientes incluidos por
diversas razones (infecciones concomitantes, dificultad para incluir pacientes) los datos
obtenidos en el estudio no nos permiten extraer conclusiones acerca de los procesos de

regeneracion hepatica en este grupo de pacientes.
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CONCLUSIONES

1. Los precursores hematopoyéticos estan claramente aumentados en pacientes con
hepatitis aguda tanto a nivel de sangre periférica como en tejido, por lo que
parecen jugar un papel en la regeneracidn hepdtica de estos pacientes.

2. La presencia de precursores hematopoyéticos en sangre periférica se correlaciona
con la gravedad de la lesion hepatica aguda.

3. Llos precursores endoteliales (VEGFR+), dependientes de los niveles séricos de
VEGF, también parecen ser importantes en los procesos de regeneracién en los
pacientes con hepatitis aguda.

4. Esta movilizacién de precursores hematopoyéticos, se relaciona con el incremento
de los niveles séricos de una serie de citoquinas y factores de crecimiento claves
en los procesos de regeneracion (HGF, SDF-1, IL-6, IL-8).

5. En pacientes con cirrosis hepatica el papel de estos precursores hematopoyéticos
y endoteliales, no parece ser importante.

6. En los pacientes con cirrosis hepatica se produce un aumento de células
precursoras ckit+ en tejido hepatico, que podrian jugar un papel en los procesos

de regeneracion.
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Anexo 1. Hoja de Informacion y consentimiento informado.

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

El Servicio de Aparato Digestivo del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa de
Zaragoza, esta llevando un proyecto de investigacion que tiene como finalidad conocer como las células
madre que se encuentran en la sangre circulante, pueden influir en la regeneracion hepdtica. Poder
conocer esto, es muy importante para saber si en un futuro préximo estas células madre adultas, que se

producen en la médula ésea, pueden ser un iento en algunas

hepiticas. Para ello se
estudiard en sangre periférica, en sangre de venas suprahepaticas y en tejido hepatico la presencia de unas
células y proteinas especificas de este proceso de regeneracion. El titulo de este estudio es “PAPEL DE
PROGENITORES DE MEDULA OSEA EN LA REGENERACION HEPATICA” (REG-HEP/2010) y
estd financiado principalmente por el PAMER (Proyecto Aragonés de Medicina Regenerativa) del
Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud (I+CS).

Este estudio va a ser realizado en pacientes que hayan ingresado en nuestro servicio por
enfermedad hepatica aguda grave, dad crénica dao dad cronica d d
¥ que precisen la realizacion de hemodindmica hepatica y biopsia hepatica transyugular. Si usted acepta la

inclusion en este estudio, serd sometido a las mismas pruebas diagndsticas que serian precisas en caso de

no participar, pero se tomaran muestras sanguineas de sangre periférica y durante el estudio
hemodindmico que seran utilizadas para el estudio. Asi mismo, de la biopsia obtenida para el diagndstico
0 estadiaje de su enfermedad, se utilizardn algunos cortes histologicos especificamente para este estudio.
La obtencidn de estas muestras no supondrd en ningiin caso la modificacion de las técnicas diagnosticas
ni el incremento del riesgo de las mismas. Las muestras de sangre se analizaran en el laboratorio de
biologia molecular del I+CS y en la Unidad de Citometria, y las muestras de tejido en la Unidad de
Anatomia Patologica del I+CS.

La persona encargada de dicho estudio es la Dra. Trinidad Serrano, hepatdloga del Servicio de
Digestivo. La colaboracién con este estudio es absolutamente voluntaria, por lo que puede negarse sin que
de ello se derive ninguna repercusion sobre su atencién sanitaria. Los datos obtenidos en el andlisis del
material sanguineo y tisular asi como los datos clinicos que se manejen, serdn mantenidos en absoluta
confidencialidad. Cada muestra obtenida sera codificada sin que en ningin momento figure el codigo
junto con los datos que identifican al paciente. Las muestras que sobren tras la realizacién del estudio
serdn guardadas por nuestro equipo y podran ser empleadas en futuras 1 igaci lacionadas con

ésta. Le animamos a que si usted no estd seguro, consulte esta informacion y la aceptacion en la
participacion del estudio, con sus familiares o con su médico habitual.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, bre y apellidos)

He leido 1a hoja de informacién que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido informacién suficiente sobre el estudio.

He hablado con: (nombre del i igador)

Ci do que mi participacion es

P p

Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1) cuando quiera
2) sin tener que dar explicaciones

3) sin que esto rep en mis

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Deseo ser informado sobre los resultados del estudio:  si no (marque lo que proceda)
Acepto que las muestras derivadas de este estudio puedan ser utilizadas en futuras
investigaciones (relacionadas con ésta), excluyendo anélisis genéticos: si no (marque lo

que proceda)

Doy mi conformidad para que mis datos clinicos sean revisados por personal ajeno al centro,

para los fines del estudio, y soy i de que este i es bl
Firma del participante o familiar:

Fecha: s

He explicado la leza y el prop del estudio al paciente mencionado.
Firma del investigador:

Fecha:

Revocacién del consentimiento informado:
Firma del participante o familiar
Fecha:

Consentimiento informado estudio....... REG-HEP/2010
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