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1. RESUMEN

1.1 RESUMEN EN ESPANOL

El espectacular interés generado por las células madre durante los ultimos
afos ha conducido al descubrimiento de nuevas propiedades de estas células.
El objetivo de este trabajo de revision bibliografica ha sido sintetizar la
clasificacion de los distintos tipos de células madre que participan en la
homeostasis hepatica, indagar en las caracteristicas de cada una de ellas 'y
exponer sus distintas aplicaciones terapéuticas. Se han revisado también los
mecanismos de accidn que ejercen en los distintos procesos regenerativos tras
un dafio, las diferentes sefiales de diferenciacion hacia hepatocitos o células
biliares y los marcadores que expresan los progenitores celulares hepaticos.
Dentro de las células madre hepéticas, las células progenitoras hepaticas

existen en un pequefio porcentaje en el higado adulto sano, se dividen
rapidamente pero su potencial de linaje es limitado y constituyen la progenie de
células madre. Por su parte, las células madre hematopoyéticas se
autorrenuevan, son multipotentes (pueden diferenciarse a muchos linajes
celulares distintos) e incluso se pueden trasplantar de forma seriada.

1.2 RESUMEN EN INGLES

The amazing interest generated by the stem cells for the last years has led to
the discovery of new characteristics of these cells. The aim of this work of
literature review was to synthesize the classification of different types of stem
cells, investigate the features of each one of them, present its distinct
therapeutic applications and as they are involved, which are the action
mechanisms that practice in the different regenerative processes after damage
and explain the dissimilar signals of differentiation to hepatocytes or biliary cells
and the markers that express the intrahepatic cellular progenitors or oval cells.

There is a small percentage of the progenitor cells in the healthy adult liver, they
are quickly divided but their lineage potential is limited and they are the stem
cell progeny. The hematopoietic stem cells are self-renewing, multipotent (can
be differenciated into many different cellular lineages) and even they can be
transplanted in a mass-produced form.

Palabras clave: higado; célula madre; progenitores hepéaticos; células madre
hematopoyéticas; células madre mesenquimales.



2. INTRODUCCION:

Algunos tipos de células madre adultas poseen una evidente potencialidad, ya
gue son capaces de diferenciarse a células de diferentes linajes, asemejando la
potencialidad de las células embrionarias. Esto formula nuevas perspectivas
para tratar enfermedades con células madre adultas, lo que se opone a la idea
inicial de que sdlo eran competentes las células embrionarias. Ademas la
experimentacion con células madre embrionarias posee varios inconvenientes:
en primer lugar es un evidente problema ético, existe una baja disponibilidad y
la posterior respuesta inmune de rechazo por parte del receptor.

A pesar de la alta capacidad regenerativa del higado, se dan situaciones en las
que esta es insuficiente o el dafio existente impide la proliferacion de los
hepatocitos, como puede ocurrir en condiciones de enfermedad hepatica
cronica o por senescencia replicativa de la mayoria de los hepatocitos. En
estas situaciones se activa una via alternativa en la que los actores principales
son las células progenitoras hepéaticas. La existencia real de células
progenitoras hepaticas se cuestion6 durante muchos afios debido a la
capacidad que presentan los hepatocitos y los colangiocitos, por separado, de
proliferar tras un dafio hepatico. Las primeras células encontradas fueron unas
células situadas en los canales de Hering, y que por su nucleo ovalado se
denominaron células ovales. Las células ovales se consideran hoy dia células
progenitoras bipotenciales, es decir, dan lugar a células parenquimatosas
(hepatocitos) y a células del epitelio biliar (colangiocitos). En cambio, se suele
utilizar el término “célula intermedia hepatobiliar” para referirse a las células
progenitoras hepaticas humanas. Otros términos también usados para referirse
a estas células son: células progenitoras ductulares, células ductulares atipicas
y células progenitoras hepaticas peri-ductulares. La realizacién de numerosos
estudios en ratas y la aplicacion de técnicas de biologia celular en distintos
grados de enfermedad hepética estdn ayudando a descubrir mas
particularidades del comportamiento de estas células.



3. Células madre: definicion, tipos, ejemplos.

3.1 Definiciéon de célula madre

Las células madre o SC (del inglés: stem cells) son células indiferenciadas
capaces de multiplicarse en niamero con una divisién asimétrica, en la cual una
de las células hijas conserva las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de las
SC, mientras que la otra célula hija puede diferenciarse hacia un tipo celular
determinado (Figura 1).

SC quiescentes
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Figura 1. Proceso de division celular en las células madre. Las células madre tienen la
capacidad de dividirse de forma simétrica, multiplicando su niumero, y de forma asimétrica,
diferenciandose una progenie celular determinada.



En la division celular tipica, de la célula progenitora se generan dos células
hijas idénticas entre si (division simétrica). A continuacion, las células hijas
pueden evolucionar por diferentes vias, continuando unas lineas caracteristicas
de diferenciacion o manteniendo su potencial inicial. Si existe un correcto
vinculo entre la tasa de proliferacién y diferenciacion se permite en gran parte
de tejidos establecer un control homeostéatico de su tamafio y forma, eludiendo
de esta manera a un descontrolado crecimiento celular que da lugar a tumores.
Esta capacidad de mantenimiento de si mismas (en inglés, self-renewal)
consigue controlar de manera rigurosa el nimero de SC que existe en un
organo concreto. No todas las SC son capaces de crear un tejido a la vez, un
gran porcentaje de ellas se encuentra en estado de reposo o de quiescencia, lo
cual las beneficia de resultar agredidas tanto fisica como quimicamente,
ademas de evitar el envejecimiento celular.

Cuando se dan unas condiciones de cultivo adecuadas, las SC poseen una
capacidad “ilimitada” de dividirse, mientras que las células somaticas se dividen
de una manera limitada, y terminan muriendo. También poseen la capacidad de
generar varios linajes celulares: células del rifién, cerebro, masculo, higado,
corazoén, etc. (Votteler y col., 2010) (Figura 2).

3.2 Tipos de células madre

3.2.1-Segln su plasticidad

Segun su plasticidad o capacidad de diferenciar a distintos tipos de células
maduras, las células madre pueden ser:

e Totipotentes: pueden originar un individuo completo.

e Pluripotentes: pueden originar células de las tres capas
embrionarias. (Figura 3)

e Multipotentes: pueden originar células de su capa embrionaria.

¢ Unipotentes: s6lo pueden diferenciarse a un unico tipo celular.

3.2.2 -Segun su origen:
Segun su origen podemos encontrar células madre:

e Células madre embrionarias (ESC, del inglés, Embryonic stem
cells)
e iPS (del inglés, Induced pluripotent stem cells)



e Células madre adultas (ASC, del inglés, Adult stem cells)

Tejidos extraembrionarios:

-SC liquido amniotico @ -SC membrana amnidtica
-SC sangre de cordon umbilical @ -SC cord6n umbilical

.. . . SC linfohematopoyéticas
Tejidos embrionarios o adultos: SC mesenquimales

SC epiteliales
@ SC neuroepiteliales
e SC germinales
SC intestinales
@ — @ | SCneurales

— e \ SCde musculo

. . - lético (satélite)
mbrionari fetal esque
SC embrionarias SC fetales SC adultas / SC hepadticas (ovales)

SC endoteliales
e SC cardiacas
o SC pancreaticas

SC renales
SC de neumocitos

& MAPC?

SC tumorales

Figura 2. Células madre. Origen, ontogénesis y tipos.
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Figura 3. Clasificacion de las células de las tres hojas embrionarias generadas por las iPS.



3.2.2.1 Células madre embrionarias (ESC):

Se localizan en la masa celular interna del blastocisto embrionario. Las ESC
tienen competencia para originar cualquier tipo de célula somatica e incluso un
organismo integro, es decir son totipotentes (Figura 4), lo que las convierte en
células que podrian ser capaces de regenerar tejidos u 6rganos afectos.

Ya en la década de los 80 se establecieron y caracterizaron por primera vez

lineas celulares embrionarias de ratdn, observando su capacidad totipotencial
(Martin y col., 1981).

Thomson y colaboradores en 1998 y posteriormente el grupo de Reubinoff en
el afio 2000 consiguieron las primeras lineas de ESC humanas.
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Figura 4. Las ESC aisladas y cultivadas desde la masa celular interna del blastocisto

embrionario pueden dar origen a cualquier tipo de células adultas de cualquiera de las tres
hojas embrionarias.
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La activacion de factores de transcripcion como Oct-4, Sox-2, GATA-4/6 y
SSEAI1 hacen que las ESC posean una gran capacidad autorrenovadora.
(Boiani y col., 2005).

El uso de ESC en terapia celular presenta los siguientes inconvenientes: bajo
namero de obtencién, generacién de tumores e inmunogenicidad en el
alotrasplante. (Draper y col., 2004).

En un estudio donde se trasplantaron ESC en ratones deficientes para la
enzima fumarilacetoacetato hidrolasa se comprobd la integracion de las ESC
en el parénquima hepético. Ademas estas proliferaron y reemplazaron los
hepatocitos deficientes obteniendo de esta forma una regeneracién hepatica.
(Heo y col., 2011).

Gracias a la activacion de factores de transcripcion como: BMP-4 (del inglés,
Bone morphogenetic protein) (Gouon-Evans y col., 2006), HNF-4 alfa (del
inglés, Hepatocyte nuclear factor 4 alfa) (Takayama y col., 2012) y HNF-3 beta
(del inglés, Hepatocyte nuclear factor 3 beta) (Ishizaka y col., 2002) se
consiguid la diferenciaciéon de ESC hacia hepatocitos en estudios in vitro
(Pauwelyn y col., 2011) e in vivo (Yin y col.,2002). Estos hepatocitos
expresaron marcadores génicos y proteicos propios de hepatocitos maduros
como albumina, alfal-antitripsina, alfafetoproteina, citoqueratina -8 y/o
citoqueratina-18 ademas de ejecutar funciones determinadas como secretar
albumina, producir LDL (del inglés, Low density lipoprotein), el almacenaje de
glucogeno y/o la induccion de la actividad citocromo P450. (Duan y col., 2010).

3.2.2.2 iPS “Induced pluripotent stem cells

Las iPS consisten en células somaticas maduras que se han reprogramado
obteniendo un estado pluripotente semejante al embrionario a través de la
expresion de factores de transcripcion Oct-3/4, Sox-2, Klf-4 y cMyc (Takahashi
y col., 2007) (Figura 5).

El Dr. Yamanaka, premiado con el premio Nobel de Medicina en 2012 obtuvo
las primeras iPS desde fibroblastos de ratén (Takahashi y col., 2006); asi como
desde fibroblastos humanos (Takahashi y col., 2007).

Las iPS constituyen una verdadera innovacion en terapia celular y medicina
regenerativa, ya que se pueden manipular como ESC pero sin el impedimento
legal y ético que la obtencion de estas conlleva. Ademas, al poderse obtener
del propio individuo no generarian rechazo inmunoldgico.
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Figura 5. Obtencion de iPS desde células de la piel.

Se ha demostrado que las iPS pueden dar lugar a hepatocitos in vitro en
presencia de citoquinas como HGF (del inglés, Hepatocyte growth factor),
FGF-4 (del inglés, Fibroblast growth factor-4), oncostatina M (OSM) y
dexametasona. (Behbaham y col., 2011). Estos hepatocitos diferenciados
tienen la competencia para poder expresar genes hepatoespecificos entre los
gue predominan: HNF-4 alfa (del inglés, Hepatocyte nuclear factor-4a), alfa-
fetoproteina, y albimina, ademas de poseer cierta actividad funcional, ya que
tienen la capacidad de acumular glucégeno y fabricar LDL. (Si-Tayeb y col.,
2010).

Se han aislado fibroblastos para crear iPS de pacientes con enfermedad
congénita hepética como el déficit en alfal-antitripsina, glucogenosis tipo 1a o
enfermedad de Von Gierke, hipercolesterolemia familiar, sindrome de
CriglerNajjar y/o tirosinemia hereditaria tipo |, conteniendo el genotipo
especifico de cada enfermedad. También se pueden crear lineas celulares a
partir de iPS para estudiar la posible causa de la desregulacion metabdlica en
estas enfermedades. (Rashid y col., 2010). Por otro lado, las iPS pueden ser la
clave para la investigacion en biologia del desarrollo ya que engloban la
memoria epigenética del tejido donante. (Kimy col., 2010).

No todo son ventajas con las iPS, ya que se deben mejorar los vehiculos
viricos que se necesitan para la transformacion celular. Estos penetran en la
célula diana gracias a los factores de transcripcion; pero su utilizacion podria
resultar muy peligrosa para su uso en humanos debido a la posibilidad de
integracion de ADN viral en el genoma receptor (Si-Tayeb y col. 2010).

3.2.2.3 Células madre adultas

Las ASC son poblaciones celulares pequefias multipotenciales, que se
localizan en varios nichos o ubicaciones del organismo como son: médula
0sea, tejido adiposo, sangre del cordon umbilical, higado, tejido nervioso,
epidermis, endotelio, masculo, pulpa dentaria, etc. Forman un conjunto de



células instauradas en un tejido concreto y que en caso de envejecimiento o
lesion de este, salen de su nicho y sustituyen las células dafiadas (Stocum y
col., 2001); esto se conoce como “Movilizacion celular”. Las ASC permanecen
en un estado quiescente, pero en el momento que se produce un dafio en el
tejido éstas activan su division y diferenciacion a células somaticas de
cualquiera de las tres hojas embrionarias. El microambiente que exista en el
nicho donde se localizan las ASC determinara el equilibrio entre el estado de
quiescencia, auto-renovacion, movilidad y diferenciacion hacia las distintas
células somaéticas. (Votteler y col., 2010).

4. Fuentes de ASC

4.1 Meédula 6sea

La MO es un tejido esponjoso localizado en el canal medular de los huesos
largos y en el interior de huesos planos como el esternon, costillas, craneo y
pelvis. Existen dos tipos de MO: amarilla y roja.

La MO amarilla se localiza en la diéfisis de los huesos largos, esta formada
esencialmente por tejido adiposo.

La MO roja se localiza en los huesos planos y en la epifisis de los huesos
largos. En ella tiene lugar la hematopoyesis, que es el proceso que da origen a
las células del sistema sanguineo.

En el organismo la MO constituye uno de los reservorios principales de ASC.
Las BM-SC (del inglés, Bone marrow stem cells) son utilizadas en medicina
regenerativa ya que se obtienen del propio paciente y con técnicas no muy
invasivas. Al tratarse de un trasplante autlogo su uso no genera rechazo
inmunolégico.

Existen 4 tipos de BM-SC en la MO roja:

e Mesenquimales (MSC, del inglés, Mesenchymal stem cells)

e Hematopoyéticas (HSC, del inglés, Hematopoietic stem cells)
e SP (del inglés, Side population)

e MAPC (del inglés, Multipotent adult progenitor cells)

4.1.1 Células madre mesenquimales

Las MSC fueron halladas en 1974 por Friedenstein y col. Componen el 1% de
las células de la MO, se localizan en el estroma medular, sangre del cordén
umbilical, tejido adiposo y sangre periférica.
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Sirven de soporte para las HSC aportandoles un microambiente apropiado para
llevar a cabo la hematopoyesis. Presentan una elevada plasticidad y capacidad
proliferativa, son células fibroblastoides. Pueden dan origen a numerosas
células maduras: condrocitos, hepatocitos, adipocitos, cardiomiocitos, células
musculares, etc. (Saulnier y col., 2009).

Las MSC poseen capacidad para modular el sistema inmunoldgico, ya que en
su superficie no existen moléculas de HLA, por lo que son muy utilizadas en
medicina regenerativa. (Yiy col., 2012). Ademés son capaces de inhibir y
neutralizar a linfocitos B, T, células NK y células dendriticas a través del IFN-
gamma (Krampera y col., 2006).

Se ha observado que MSC cultivadas en medio con las citoquinas: HGF (del
inglés Hepatocyte growth factor), FGF-b (del inglés Fibroblast growth factor),
EGF (del inglés, Epidermal growth factor) y factores como nicotinamida,
dexametasona, e ITS (insulina-transferrina-selenio) hace que se diferencien a
hepatocitos. (Lee y col., 2004). La activacidon de factores de transcripciéon como
HNF- 3 (Ishii y col., 2008) y c/EBP-a (del inglés, CCAAT enhancer binding
proteins) (Smink y col., 2012) son claves en el proceso de diferenciacion hacia
hepatocitos. Estos hepatocitos expresan marcadores especificos como
albumina, citoqueratina 18, alfa-fetoproteina, glucosa-6-fosfato y HNF-
4a.También pueden almacenar glucégeno y producir urea (Stock y col., 2008).
Otros estudios han demostrado que hepatocitos obtenidos a partir de MSC
presentan actividad enzimatica hepéatica como la del citocromo P450 (Snykers y
col., 2011).

4.1.2 Células madre hematopoyéticas

Se localizan en: superficie del hueso, endotelio sinusoidal, sangre del cordén
umbilical, placenta, y sangre periférica. Son la poblacion de SC mas abundante
en la MO formando del 1 al 3 % del total celular. Tienen como funcion la
hematopoyesis.

En humanos presentan un inmunofenotipo particular de antigenos de superficie
gue son CD45+, CD34+, CD133+/-, CD117+, Lin - y CD38 low/- (Wilson y col.,
2006).

Existen kits comerciales inmunomagnéticos que pueden aislar HSC gracias al
reconocimiento de los marcadores de superficie. Se obtienen pocas HSC con
capacidad para originar células de las tres hojas embrionarias, pero se
favorece su proliferacion en cultivo gracias al tratamiento con citoquinas como
tromboeritropoyetina (TPO), FIt3-L (Flt-3-ligando), FGF-a, SCF (del inglés,
Stem cell factor), VEGF (del inglés, Vascular endothelial growth factor), IL-6
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(del inglés, Interleukin-6), IL-3 (del inglés, Interleukin-3) y G-CSF (del inglés,
Granulocyte-colony stem factor). (Sorrentino y col., 2004).

4.1.3 SP “Side population”

Representan solo el 0.02% siendo el grupo mas minoritario de la MO. Se
localizan en sangre periférica, endometrio, piel, cornea, pulmon, rifion, musculo
esquelético, sangre del cordon umbilical, etc. (Guo y col., 2003).

Las SP fueron descubiertas por su capacidad para eliminar el citofluorocromo
Hoechst 33342 gracias a dos transportadores de membrana: ABCG2 y
glicoproteina P (Eaker y col., 2004).

Presentan el inmunofenotipo de superficie: CD34- (Sales-Pardo y col., 2006)
ademas de ser también CD34+ (Josefsen y col., 2011) y CD133+ (Zhou y col.,
2011).

Las SP tienen la capacidad de diferenciarse in vitro a hepatocitos gracias a
citoquinas como HGF y EGF, e insulina y dexametasona. Los hepatocitos
resultantes presentaban una alta actividad del citocromo P450, un citoplasma
granuloso y se localizaron elevados niveles de albumina, CK-18, a1-antitripsina
y HepPar +. (Hussain y col., 2005).

4.1.4 MAPC “Multipotent adult progenitor cells”

Las MAPC constituyen solo el 0.1% de células en la MO, aunque se localizan
también en el cerebro y en el masculo (Jiang y col., 2002).

Poseen una morfologia muy parecida a las MSC, aunque biolégicamente tienen
mas en comun con las ESC. Tienen una enorme capacidad de proliferacion
gracias a factores de transcripcion: GATA-4, Sox17, Fox-a2, Oct-4 y HNF-4a
gue son propios de las ESC. A largo plazo presentan una fuerte estabilidad
genética gracias a que son células telomerasa positivas, ademas de tener una
alta plasticidad y tener la capacidad de diferenciacion a células somaticas
pertenecientes a cualquiera de las tres hojas embrionarias. (Ulloa- Montoya y
col., 2007)

Las MAPC son aisladas como células negativas para CD45 y Glicoforina A
(Gly-A) gracias a técnicas de marcaje inmunomagnético o también llamado
sorting. Ademas se describen como células negativas para: CD19, CD117,
CD34, CD44, CD3, MHC-I, MHC-II, CD45 y Glicoforina A (Gly-A) (Reyes y col.,
2001).
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4.1.5 Mecanismos de accion de las BM-SC en el restablecimiento del
tejido hepéatico

Se demostro la capacidad de diferenciacion de las HSC a hepatocitos in vitro
junto a diversas citoquinas como FGF-a, SCF y FGF-b. Estos hepatocitos
manifestaban elevados niveles de expresion de genes y proteinas como
albumina, CK-18, CK-19 y a-FP (Wagers y col., 2002; Fiegel y col., 2003; Jang
y col., 2004; Menthenay col., 2004; Sato y col., 2005; Khurana y col., 2007)
que promueven e intervienen en la regeneracion hepatica (Saji y col., 2004;
Harris y col., 2004) o provocan una accion anti-fibrética o pro-angiogénica
(Wagers y col., 2004; Houlihan y col., 2008;). Aunque este proceso de
diferenciacion a hepatocitos se ha puesto en duda, ya que se cree que las HSC
lo que hacen es fusionarse con los hepatocitos residentes en el parénquima
hepatico (Korbling y col., 2002; Camargo y col., 2004). Esta fusion se piensa
que se produce espontaneamente entre los citoplasmas celulares, nlcleos o
ambos a la vez (Theise y col., 2000; Terada y col., 2002). Las células formadas
presentan propiedades fisiologicas de las células parenquimatosas y la
actividad potencial de las BM-SC (Vassilopoulos y col., 2003; Quintana-
Bustamante y col.,2006).

4.1.5.1 Otros mecanismos de accion de las HSC

Existen estudios que afirman que mediante la secrecion paracrina de citoquinas
y/o factores de crecimiento, las HSC se encargan de activar la entrada en ciclo
de las distintas células del parénquima hepético. Se cree que podrian actuar
sobre las HPC / OC (Células progenitoras intrahepéticas/células ovales) o
sobre los hepatocitos (Kuo y col., 2008).

En un estudio en ratas se observo un fallo hepatico fulminante tras la
administracion de D-Galactosamina, un téxico hepatoespecifico. Se llevo a
cabo un tratamiento con MSC-CM (Conditional Medium- Mesenchymal stem
cells) el cual aumentd la supervivencia y proteccion de los hepatocitos. Hubo
una disminucién de la infiltracion leucocitaria y el andlisis molecular de este
MSC-CM mostré que poseia un alto contenido en quimioquinas las cuales
estan vinculadas con una mayor supervivencia celular (Parekkadan y col.,
2007). Se ha demostrado que MSC-CM favorece la proliferacion de hepatocitos
y por tanto tiene un papel regenerativo en el higado (Van Poll y col., 2008; Du y
col., 2013).

Caracteristicamente las MAPC son células altamente pluripotenciales capaces
de diferenciarse a numerosas células somaticas (Jiang y col., 2002). Tanto en
ensayos in vitro e in vivo se ha demostrado su competencia para originar
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hepatocitos (Schwartz y col., 2002). Al diferenciarse poseen actividad citocromo
P450, producen LDL y almacenan glucogeno. Gracias a factores de
transcripcion como HGF y FGF-4 generan células binucleadas con marcadores
hepatoespecificos como albumina, CK-19, a-FP y CK-18 (Schwartz y col.,
2002).

Una posible utilidad de las MAPC es como sustituto de farmacos
iInmunosupresores en pacientes trasplantados, ya que estas consiguen
disminuir el rechazo inmunolégico impidiendo la activacion y proliferacion de las
células T (Jacobs y col., 2012).

5. Progenitores celulares intra-hepaticos. Células
ovales.

En el parénquima hepatico existe una poblacién determinada de ASC. En
humanos se denominan progenitores celulares intra-hepaticos (HPC, del inglés,
Hepatic progenitor cells) y en modelos murinos se designan como células
ovales (OC, del inglés, Oval cells) porque su nucleo es ovoideo y la proporcion
ndcleo/citoplasma es alta. Son células inmaduras de pequefio tamafio (10 um),
basdfilas.

En 1958 fueron halladas en ratones por Leduc y Wilson. En 1978, Shinozuka y
col. también las describieron en higado de ratas.

Las HPC/OC se han localizado en los canales de Hering de la red de
canaliculos biliares hepaticos (Bird y col., 2008). Estos se ubican en la region
periportal del lobulillo hepéatico (Fellous y col., 2009).

Cuando el higado es sometido a un dafio crénico o a una lesion aguda, estas
se activan y pueden proliferar a hepatocitos y colangiocitos, esto se conoce
como reaccion ductular (Roskams y col., 2004). Mientras no existe deterioro,
estas se mantienen en estado quiescente. Se cree que la cantidad de HPC/OC
es directamente proporcional a la gravedad de la lesion (Lowes y col., 1999).
Ademas de la bipotencialidad de estas células (Figura 6), también se ha
descrito su capacidad de formar linajes celulares no hepaticos como epitelio
intestinal y células pancreéticas (Zheng y Taniguchi, 2003; Knight y col., 2005).

Las HPC/OC poseen un fenotipo intermedio entre el de hepatocitos y el de
colangiocitos, ya que expresan simultaneamente marcadores de ambos tipos
celulares como citoqueratinas 8 y 18, albumina, y c-Met (Hepatocyte Growth
Factor Receptor) propios de hepatocitos y CK-7 y CK-19 tipicos marcadores de
colangiocitos (Bird y col., 2008) (Figura 7). Estas células se asocian con el
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fenotipo de hepatoblastos fetales inmaduros, como lo muestra el hecho de que
expresen AFP (Alfafetoproteina), expresada en la embriogénesis hepatica y DIk
(Delta-like protein), marcador de hepatoblastos (Tanimizu y col., 2004; Nierhoff
y col., 2005). Ademas, expresan N-CAM y cromogranina que son marcadores
de células neuroepiteliales, implicadas en adhesion y en procesos de
secrecion, respectivamente; asi como algunos marcadores de superficie
hematopoyéticos como CD90, Sca-1 (stem cell antigen 1), CD34 y CD133
(Knittel y col., 1996; Crosby y col., 2001; Dezso y col., 2007; Dudas y col.,
2007; Dudas y col., 2009; Van Hul y col., 2009). También hay que destacar que
entre los distintos modelos murinos (rata y ratén) de induccién de células
progenitoras hepéticas existen diferencias en cuanto a la expresion de algunos
marcadores. Las células ovales de rata son mas positivas para AFP que las de
raton (Factor y col., 1990; Jelnes y col., 2007). Por tanto, las células ovales de
rata recuerdan mas a los hepatoblastos fetales que sus equivalentes en raton.
Estas expresan marcadores como CD34+, CD45+, CD117+y Sca-1 (Petersen
y col., 2003). Ademas, las células ovales de rata son positivas para OV6 y las
de raton no, aunque estas Ultimas si que expresan otros marcadores de células
biliares como CK-19 y A6 (Factor y col., 1990) y tienen la capacidad ademas de
expulsar Hoeschst 33342 a través del transportador ABCG2 al igual que las SP
(Shimano y col., 2003).
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Figura 6. Bipotencialidad de las células progenitoras intrahepaticas / Células ovales.
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En modelos murinos se induce la activacion y expansion de las HPC/OV
mediante la exposicion a diversos agentes quimicos y carcinogénicos,
aplicados individualmente o combinados con tratamiento quirtrgico con una
hepatectomia parcial. Los modelos mas utilizados en ratones son el dafio
hepatico producido por una dieta deficiente en colina y suplementada con
etionina (dieta CDE) o una dieta suplementada con 3,5 dietoxicarbonil-1,4
dihidro-colina (dieta DDC) (Akhurst et al., 2001; Wang et al., 2003). Estas
toxinas bloquean la mitosis de los hepatocitos o provocan dafio hepatico con la
consiguiente muerte de los hepatocitos. Esto produce estrés oxidativo cronico
y/o inflamacion que activa una potente respuesta regenerativa en el higado
para reparar el parénquima hepatico dafiado. Tras su activacion, las células
sufren una intensa proliferacion y a continuacion son capaces de migrar por el
parénquima hepdtico para diferenciarse a hepatocitos (Alison y col., 2009). A
todo este proceso se le conoce como “respuesta de la célula oval” o “reaccion
de la célula oval’. Las células ovales tienen cuatro fases de respuesta
regenerativa (activacion, proliferacion, migracién y diferenciacion) y estas fases
estan controladas por muchos factores de crecimiento y citoquinas que se
expresan en el lugar del dafio o que llegan al higado a través del sistema
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circulatorio como son: TNF-a (Tumor Necrosis Factor-alpha), Lt (lymphotoxin
beta), IFN-y (interferon gamma) y la IL-6 (Erker y Grompe, 2007). Otras sefiales
reguladoras son la quimioquina SDF-1 (Stromal cell-derived factor 1); factores
de crecimiento como el HGF, el TGF-a (Transforming Growth Factor-alpha), el
EGF y el TGF-B (Transforming Growth Factor-beta), este ultimo actuando como
factor inhibidor capaz de contrarrestar la respuesta regenerativa; y la via
candnica Wnt/B-catenina (Hu y col., 2007; Apte y col., 2008; Yang y col., 2008;
Itoh y col., 2009). En este sentido, uno de los campos de investigacion en
desarrollo en los ultimos afios ha sido dilucidar los factores que determinan la
activacion diferencial de las dos respuestas regenerativas, la clasica y primaria,
mediada por los hepatocitos; y la secundaria, mediada por las células ovales.
Posteriormente a estos estudios realizados en roedores, se ha descrito una
respuesta analoga a la respuesta de la célula oval en humanos, concretamente
en situaciones patoldgicas que cursan con fibrosis e inflamacién, como
hepatitis viral crénica, cirrosis, colestasis, higado graso y diferentes tipos de
cancer hepatico (Libbrecht and Roskams, 2002; Roskams y col., 2003;
Roskams y col., 2006). La intensidad de la respuesta, aqui denominada
“reaccion ductular”, al igual que ocurre en roedores, es mayor cuanto mayor es
el dafio hepatico y mas severa es la fibrosis y la inflamacion hepéatica (Lowes y
col., 1999; Libbrecht y col., 2000; Roskams y col., 2003). Dado que la identidad
precisa de las células que participan en dicha respuesta se desconoce, a las
células progenitoras de origen humano se les denomina “célula intermedia
hepatobiliar’ también se las conoce como células progenitoras ductulares,
células ductulares atipicas y células progenitoras hepaticas periductulares.

5.1 Aplicaciones de las células progenitoras hepaticas/
células ovales

Las HPC/OC se presentan como una posible alternativa terapéutica al
trasplante hepatico. Experimentos realizados en ratones con fallo hepatico han
demostrado la capacidad de las células ovales para integrarse en el
parénquima hepdtico, diferenciarse a hepatocitos y repoblar el higado, aunque
la eficiencia de repoblacion difiere mucho en funcién del modelo murino
utilizado (Oertel y Shafritz, 2008). El trasplante de estas células constituye una
prometedora herramienta terapéutica para diversas enfermedades hepaticas
(Sandhu y col., 2001) ya que presenta ventajas como la elevada tasa de
proliferacion y la facil manipulacion in vitro de las células, un menor tamafio que
aumentaria la eficiencia de integracion y, ademas, una mayor accesibilidad
habiéndose obtenido de un higado de individuos adultos. Ademas, pueden
obtenerse células madre/progenitoras de otros tejidos como piel, tejido adiposo,
médula 6ésea y cordon umbilical que pueden ser dirigidas hacia el linaje
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hepatico (Cantz y col., 2008). Esta ultima opcidn resulta ventajosa de cara a
evitar las terapias de inmunosupresion y, ademas, evitar la posibilidad de
rechazo. Por otro lado, el conocimiento de las sefiales que regulan la
regeneracion de las HPC/OC resulta especialmente interesante como
estrategia para impulsar la capacidad regenerativa de las células endégenas y
aumentar asi la eficacia del proceso, en lugar de realizar un trasplante. Esto
posee gran importancia si se tiene en cuenta que estas células recorren un
largo camino desde su trasplante hasta su diferenciacion a hepatocitos
funcionales, y que el entorno de un higado dafiado puede causar alteraciones
en el destino final de estas células y por tanto en el desenlace del proceso
regenerativo. De hecho, una de las principales dudas sobre la posible
aplicacion de las HPC/OC en terapia es la asociacion que se ha establecido por
algunos autores entre la expansion prolongada de estas células y el
agravamiento del proceso fibrotico (Kuramitsu y col., 2013). Ademas, las
HPC/OC son susceptibles de formaciones tumorales en un ambiente hepéatico
toxico (Steinberg y col., 1994). Todo esto revela la necesidad de descubrir los
mecanismos de sefalizacion que regulan el comportamiento de las HPC/OC,
asi como el mecanismo por el cual una célula progenitora puede sufrir un
proceso de transformacion, lo que es fundamental para poder disefiar terapias
seguras y efectivas.

6. Células madre del cancer (CSC, del inglés, Cancer
stem cells) y su relacién con el nicho celular.

Existe una interconexion entre la biologia de las ASC y el cancer.
Precisamente, las ASC podrian estar implicadas en la aparicién, crecimiento y
expansion del HCC (Zhang y col., 2010). Las ASC se localizan dentro de nichos
especializados (Figura 8) que permiten su auto-renovacion, proliferacion,
diferenciacion y migracion de acuerdo con las necesidades del organismo. En
el nicho que alberga a las ASC en condiciones normales se instaura un
equilibrio entre la autorrenovacion y la diferenciacion hacia células maduras
especificas que han sufrido un dafio especifico o han envejecido. Las CSC son
ASC que han sido expuestas a toxicos o sustancias mutagénicas, sufren un
importante desequilibrio fisiolégico que da lugar a un incremento proliferativo
muy alto (Burkert y col., 2006; Wu y col., 2008;).
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Figura 8. El nicho en el cual se alojan las células madre puede resultar clave en el proceso de formacion
de las CSC. (Publicada por Nature Publising Group. Nature Review/Cancer.)

También se han realizado investigaciones para determinar cudl es el
inmunofenotipo de las CSC que participan en el HCC con el propésito de
desarrollar tratamientos capaces de detener la progresion de formaciones
tumorales. (Marquardt y col., 2012; Darini y col., 2012)

Mayoritariamente las CSC se han identificado como células CD133+, pero
ademas se ha demostrado que expresan otros marcadores en superficie como
CD29, CD34, CD44, CD49, CD90 y CD117, los cuales se expresan ademas en
células madre (May col., 2007; Tomuleasa y col., 2010).

7. Terapia celular hepatica con varios tipos vy fuentes
de SC.

7.1 Terapia celular con células madre mesenquimales

Las MSC poseen un gran potencial de multiplicacion, propiedades
inmunomoduladoras y una gran plasticidad para diferenciarse a cualquier tipo
celular adulto. Las MSC no poseen moléculas de HLA en la membrana
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plasmatica y pueden inhibir la accion de células dendriticas y células T (Yagiy
col., 2010).

Se piensa que las MSC de MO podrian ser la poblacion celular con mayor
potencialidad para regenerar el higado (Cho y col., 2009).

La capacidad de las MSC para frenar el sistema inmunolégico se ha
demostrado en procesos como inflamacion severa, dafos por isquemia o en
trasplante hepatico ortotépico, lo cual puede ser clave para evitar los rechazos
inmunolégicos (Popp y col., 2009). Se cree que este control inmunoldgico es
debido a que las MSC estimulan la liberacién de IL-10, elemento fundamental
en la restauracion del normal funcionamiento hepético (Zhao y col., 2012).

Otros estudios vinculan la potencialidad terapéutica de las MSC con un
aumento en la expresion de MMP-9 y MMP-13 (Rabani y col., 2010) o gracias a
un mecanismo anti-oxidativo en las células parenquimatosas hepaticas (Cho y
col., 2012).

7.2 Terapia celular con SP “Side population”

Las SP constituyen una poblaciéon de BM-SC que han demostrado efectividad
en regenerar el higado en varios modelos experimentales de dafio hepatico
(Abe y col., 2003). En otro estudio se trasplantaron células SP de un ratén
macho a ratones hembra que habian recibido una dieta deficiente en colina y
en estas fueron detectadas en el parénquima células SP positivas para el
cromosoma Y, por lo que se mostré que procedian de la MO del donante. La
funcién de estas células SP era la de facilitar y promover la regeneracion
hepatica (Wulf y col., 2003). A pesar de ello existe una limitacion para el uso
terapéutico debido al escaso numero de las que se dispone.

7.3 Terapia celular con células madre hematopoyéticas

Se ha experimentado con ratones que poseian un déficit enzimatico,
tirosinemia tipo | (FAH-/-) a los que se trasplantd HSC lograron una normalidad
en la actividad bioquimica. Las HSC conseguian llegar al higado y diferenciarse
a células parenquimatosas., careciendo de déficit enzimatico y resultando
FAH+/+ (Lagasse y col., 2000). También se estudié en ratones con higados
cirrticos obteniendo resultados semejantes, es decir, al introducir células
CD133+ o0 CD34+ se evito el avance de la cirrosis (Takami y col., 2012).

En un estudio se realiz6 una hepatectomia derecha y una embolizacién portal a
pacientes con metastasis hepatica y estos recibieron una infusion de células
CD133+. Estas células lograron una regeneracion rapida al aumentar el
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volumen de I6bulos izquierdos del higado (Frst., 2007). También se demostro
que la infusion autdloga de células CD133+ o CD34+ en pacientes cirréticos
redujo los niveles de transaminasas, albumina y bilirrubina (Salamay col.,
2010).

Un gran inconveniente que tiene esta poblacion celular es que se encuentran
en muy bajo porcentaje tanto en sangre periférica como en MO, aunque es
posible multiplicarlas en cultivo junto con citoquinas y con otros procesos de
aféresis in vivo con G-CSF (Factor de crecimiento de las colonias de
granulocitos). Aungque es cierto que tras este proceso pierdan cierto grado de
plasticidad.

Contrariamente a lo demostrado, en otro estudio la infusion de células CD34+ a
través de la arteria hepatica en pacientes cirréticos, no logro recuperar su
actividad funcional. Se piensa que fue debido a una inadecuada via de infusién,
a una concentracion baja de células en el trasplante o incluso porque el grado
de cirrosis era irreversible (Mohamadnejad y col., 2007).

7.4 Terapia celular con MAPC “Multipotent adult stem cells”

Se han realizado estudios en los que se emple6 una infusion de estas células
obtenidas a partir de un Unico aspirado de médula 6sea y se cultivaron con
suero bovino fetal inactivado por calor y factores de crecimiento EGF y PDGF
(del inglés, Platelet derived growth factor) , en pacientes con trasplante
hepatico ortotopico consiguiendo evitar el rechazo inmunolégico agudo debido
a las propiedades inmunomoduladoras de las MAPC, reduciendo ademas la
isquemia de la via biliar y el sindrome hepatorrenal (Popp y col., 2011).
Presentan enormes ventajas como son la capacidad inmunomoduladora y una
gran plasticidad celular; pero al igual que las SP, constituyen una minoria,
resultando una desventaja en la aplicacion terapéutica.
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8. Regeneracioéon celular hepatica después de un daino

Tras una hepatectomia parcial o lesion toxica activa de hepatocitos; las BEC
(células epiteliares biliares), son capaces de regenerarse por auto-duplicacién en
todos los vertebrados estudiados. (Figura 10-A).

En ratones se ha demostrado que tras lesiones por toxicos existe una
contribucion de hepatocitos y BEC, dando lugar a células progenitoras y células
ovales (Williams y col., 2014). (Figura 10-B).

El trabajo de Kordes y col. (2014) sugiere que después de una lesion téxica en la
rata, las HSC se unen a las BEC como una potencial fuente de células
progenitoras. La diferenciacion de los hepatocitos hacia las BEC se ha
observado en la rata después de la ligadura del conducto biliar, junto con un
tratamiento previo de diamilina toxina biliar de metileno (DAPM) (Michalopoulos y
col., 2005). (Figura 10-C).

La activacion de las BEC a un estado progenitor se ha observado tras dafios y el
95% de pérdida de hepatocitos en el higado del pez cebra (Choi y col., 2014).
(Figura 10-D).

El higado humano puede recuperarse tras una insuficiencia hepética fulminante
gue puede causar hasta el 80% de pérdida de hepatocitos. Se observa una
fuerte reaccion ductular, con 30% de las células que expresan marcadores de
BEC y linajes de hepatocitos. Las BEC parecen estar involucradas en el proceso
de regeneracion; sin embargo, no se ha podido comprobar por el momento si las
BEC generan los hepatocitos. Son necesarios mas estudios para entender si
este proceso ocurre tras una diferenciacion directa o tras la generacion de una
célula progenitora. (Hattoum y col., 2013). (Figura 10-E).
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Figura 10. Representacion esquematica de las células regeneradas en el higado después de un dafio.

(Publicada por Hindley y col., J Clin Invest. 2014; 124(12):5099-5102.)
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9. Conclusiones:

Las células madre del higado estan compuestas por los propios hepatocitos,
las células ovales, las células de la médula 6sea y los hepatoblastos. Las
células diferenciadas hepéticas, las células madres residentes potenciales e
incluso las células madre de la médula 6sea se pueden diferenciar, activar o
reclutar, respectivamente, para reparar el higado dafado.

El concepto de la transformacion bidireccional y la plasticidad celular se definen
como potencialmente importantes no solo para la reparacion tisular sino
también para la tumorogénesis.

Durante el desarrollo embrionario son los hepatoblastos los que dan origen a
los dos linajes epiteliales hepaticos: el hepatocitico y el colangiocitico. Las
células ovales se originan en asociacion con el sistema biliar intrahepético,
formado por hepatoblastos localizados en las cercanias del espacio portal. En
el higado adulto, los hepatocitos y los colangiocitos pueden replicarse. Las
células ovales suponen una reserva bipotencial capaz de generar hepatocitos y
colangiocitos.

Existen evidencias surgidas de numerosos estudios que demuestran que las
células ovales (progenia temprana del compartimento de células madre
hepaticas) son mas primitivas y menos diferenciadas que los hepatocitos o las
células del epitelio biliar y las diversas opciones de diferenciacion que poseen,
estan firmemente establecidas. Por tanto, las células ovales muestran una
potencialidad méas elevada que los hepatocitos al estar clasificadas entre las
células madre, ya que estan menos diferenciadas, demuestran capacidad
proliferativa y presentan multiples opciones de diferenciacion, entre las que se
incluyen los hepatocitos y las células del epitelio biliar.

El conocimiento de los mecanismos de la transdiferenciacion es la clave para el
uso de las células madre en la repoblacién y regeneracion de 6rganos. Las
demostraciones experimentales mas importantes de la generacién de
hepatocitos a partir de células madre de la médula 6sea, son la produccion de
hepatocitos en cultivo a partir de células madre multipotentes adultas y la
repoblacion de higados de ratones por trasplante de células madre
hematopoyéticas (HSC). En cultivo, las células madre multipotentes adultas
pueden diferenciarse en células de linajes mesodérmicos, ectodérmicos y
endodérmicos. Una célula madre multipotente adulta inyectada en un
blastocisto contribuye a la formacion de todos los tejidos somaticos.

Asi, las células madre multipotentes adultas humanas, o de roedores cuando
se cultivan en presencia de distintos factores de crecimiento, se diferencian a
hepatocitos maduros, con todas sus propiedades funcionales.
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