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Prologo

PROLOGO

La extraordinaria biologia del higado no ha pasado
desapercibida. Ya en la antigua Grecia, Platon detall6 en su libro
Protagoras el mito  del
Prometeo (Platén, Protagoras,
320d-321d). En el se describia
como cada dia, un 4guila
devoraba el higado de
Prometeo, higado que todas
las noches crecia.

Desde la antigua Grecia a
nuestros dias todavia nos
preguntamos acerca de los
mecanismos que controlan
esta regeneracion. Nuestro

conocimiento ha avanzado sin

duda muchisimo aunque sin
embargo quedan ain muchas claves que desvelar para llegar a entender
la extraordinaria biologia del higado. Esta tesis doctoral trata de
contribuir al conocimiento de algunos aspectos de la regeneracion
hepética a través de tres aproximaciones distintas relacionadas con las
células madre. La primera de ellas (Bloque 1) trato de valorar la mejor
fuente de células madre adultas para obtener hepatocitos. La segunda
(Bloque 2) estudié el papel de la movilizacion de células madre de
médula Gsea en pacientes sometidos a hepatectomia. Y finalmente la

tercera aproximacion (Bloque 3), evalud el efecto del trasplante o
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infusion de células madre mesenquimales de médula 6sea intactas o de
manera lisada sobre la funcionalidad hepatica en un modelo
experimental de dafio hepatico agudo.

Aunque cada uno de los blogues aborda la misma temaética, para una
mejor exposicion y comprension de los resultados obtenidos cada una
de las aproximaciones ha sido expuesta y discutida de forma separada.
Nuestras investigaciones han contribuido a incrementar algo mas el
conocimiento del higado y sobretodo nos han convencido de la
extraordinaria biologia del higado.
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Bloque 1 Introduccidn

BLOQUE 1: Diferenciacién de células madre de médula ésea hacia

hepatocitos

1. Células madre: Definicion, tipos caracteristicas

En 1961m dos investigadores canadienses McCulloh EA y Till
JE descubrieron en la médula 6sea (MO) de ratones la existencia de
células con capacidad auto-replicativa. Su trabajo constituyé la base de
la investigacion actual en el campo de las células madre (SC, del inglés
Stem cells) *.

Las SC son células indiferenciadas capaces de multiplicarse en
nimero con una divisién asimétrica, en la que 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 2). Este conjunto de habilidades que confluyen en

las SC se conoce como “stemness” 2.

Las SC se clasifican en base a las propiedades bioldgicas que
presentan. Entre ellas se encuentra la plasticidad o capacidad de
diferenciacion hacia distintos tipos de células maduras. En base a esta
caracteristica, las SC son:

- Totipotentes: pueden originar un individuo completo
- Pluripotentes: pueden originar células de las tres capas embrionarias
- Multipotentes: pueden originar células de su capa embrionaria

- Unipotentes: sélo pueden diferenciarse a un tnico tipo celular
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Figura 2. Division celular en las células madre. Las células madre pueden dividirse
de forma simétrica, multiplicando su nimero, y de forma asimétrica, diferencidndose
una progenie celular determinada.

Las SC también se clasifican en base a su origen en:
- Células madre embrionarias (ESC, del inglés, Embrionary stem cells)
- iPS (del ingles, Induced pluripotent stem cells)
- Células madre adultas (ASC, del inglés, Adult stem cells)
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1.1 Células madre embrionarias

Las ESC se localizan en la masa celular interna del blastocisto
embrionario. Son SC totipotentes, capaces de originar cualquier tipo de
celula somatica e incluso un organismo completo. Esta propiedad las
convierte, al menos en teoria, en una herramienta muy util para la
medicina regenerativa porque podrian reemplazar cualquier célula

madura defectuosa en el organismo (Figura 3) °.

Blastocisto

interna

( \ @ Masa celular
Células \N\\\A ‘ ESC &

o e
Z | Musculares -
= P >am
2 =
a4 / RE
9} a Hepatocitos |
; Células &eg > 8
sanguineas X i e # %
\ Células de los %
Neuronas Células islotes y
Intestinales pancreaticos
ECTODERMO

Figura 3. Plasticidad de las células madre embrionarias (ESC). Las ESC se aislan
desde la masa celular interna del blastocisto embrionario y en cultivo pueden originar
cualquier tipo de células adultas perteneciente a cualquiera de las tres capas
embrionarias.
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Se caracterizan por tener una gran capacidad autorrenovadora
gracias a la activacion de factores de transcripcién como Oct-4, Sox-2,
GATA-4/6 y SSEAL, y a que son telomerasa positivas *. En cultivos in
vitro, el tratamiento con LIF (del inglés, Leukocyte inhibitory factor)
ayuda a favorecer el mantenimiento de las ESC en un estado
proliferativo sin pérdida de potencialidad °. En base a estos indicios las
ESC se han postulado como una posible herramienta para realizar una
terapia celular eficaz ante diversas patologias humanas.

La diferenciacion hacia hepatocitos a partir de ESC se ha
demostrado ampliamente en estudios in vitro ® e in vivo ’, y en este
proceso parece ser clave la activacion de factores de transcripcion como
BMP-4 (del inglés, Bone morphogenetic protein) 8, HNF-4o. (del inglés,
Hepatocyte nuclear factor 4a) ° y HNF- 3p (del inglés, Hepatocyte
nuclear factor 3p) *°. Las células diferenciadas expresan marcadores
génicos y proteicos caracteristicos de hepatocitos maduros como
albimina (ALB), al-antitripsina (al-AT), a-fetoproteina (o-FP),
citoqueratina-8 (CK-8) y/o CK-18. Los hepatocitos generados,
desarrollan funciones hepaticas specificas como la secrecion de
albumina, la produccion de LDL (del inglés, Low density protein), el
almacenaje de glucdégeno y/o la induccién de la actividad citocromo
P450 ™. De hecho en un estudio donde se transplantaron ESC en
ratones deficientes para la enzima fumarilacetoacetato hidrolasa se ha
comprobado que las ESC son capaces de integrarse en el parénquima
hepéatico, proliferar y reemplazar los hepatocitos deficientes
favoreciendo asi un proceso regenerativo con una mejora en la

funcionalidad hepatica 2.
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Sin embargo, la investigacion con ESC presentan una serie de
limitaciones. Su aislamiento conlleva la interrupcion del desarrollo
embrionario, y por tanto, su utilizacion podria generar problemas éticos
y legales. Ademas, el nimero de células que se consiguen extraer es
bajo, y aunque por sus caracteristicas biolégicas tienen un elevado
potencial proliferativo, las ESC tendrian que cultivarse a largo plazo
para conseguir el nimero de células necesaria para realizar terapia
celular. Ademas la prolongacion del cultivo celular en el tiempo podria
derivar en la formacion de teratomas *>. También hay que tener en
cuenta, que una infusion o trasplante de ESC es siempre un transplante
alogénico, que involucra un donante y un receptor que no son idénticos
y por tanto presentan diferentes antigenos HLA en superficie. De esta
manera el transplante de ESC podria desencadenar un rechazo

inmunoldgico.

1.2 iPS “Induced pluripotent stem cells”

A través de ingenieria genética se ha conseguido reprogramar
células somaticas maduras consiguiendo un estado pluripotente similar
al embrionario a través de la expresion de factores de transcripcion Oct-
3/4, Sox-2, KIf-4 y cMyc (Figura 3). Estas células se conocen como iPS
(del inglés, Induced pluripotent stem cells). Las primeras iPS fueron
obtenidas desde fibroblastos murinos por el Dr. Yamanaka, premiado
con el premio Nobel de Medicina por este hallazgo **, pero también se
han derivado iPS desde fibroblastos humanos *.

En la actualidad constituyen una herramienta de trabajo muy

prometedora representando una alternativa terapéutica con mucho

Tesis Doctoral Carmen M Herencia Bellido 9



Diferenciacion de células madre de médula ésea hacia hepatocitos

potencial para la terapia celular y la medicina regenerativa. In vitro
podrian ser manipuladas como ESC y ni su obtencion ni su uso
generarian inconvenientes éticos ni legales. Las iPS podrian ser

especificas de cada individuo, y no generaria un rechazo inmunolégico.

O
" o . Células dela piel

©
Oct-3/4,Sox-2, 7
Kif-4 y cMyc =~ Genes insertados para

inducir la reprogramacion

iPS “Induced stem cell”

Figura 4.Generacion de iPS desde células de la piel

En el campo de la hepatologia, se ha demostrado que las iPS
pueden originar 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 *°.
Los hepatocitos diferenciados tienen capacidad de expresar genes
hepatoespecificos entre los que destacan HNF-4a, a-FP, ALB, y poseen
cierta actividad funcional, dada su capacidad para almacenar glucdgeno

y producir LDL *7,
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Las iPS pueden constituir un buen modelo para profundizar en
el estudio de ciertas enfermedades humanas. Se han aislado fibroblastos
para originar iPS de pacientes que sufren una enfermedad congeénita
hepéatica como el déficit en al-AT, glucogenosis tipo 1a o enfermedad
de Von Gierke, hipercolesterolemia familiar, sindrome de Crigler-
Najjar y/o tirosinemia hereditaria tipo I, que contienen el genotipo
especifico de cada enfermedad. A partir de estas iPS se pueden
desarrollar lineas celulares que servirian como modelo para estudiar
cual es la causa de la desregulacién metabélica en estas patologias °.
Incluso, pueden ser un instrumento adecuado para la investigacion en
biologia del desarrollo porque contienen la memoria epigenética del
tejido donante *°.

Sin embargo el uso de las iPS presenta una serie de
limitaciones. Los factores de transcripcion requeridos para la
transformacion celular son introducidos en la célula diana en vehiculos
que generalmente son virus o construcciones génicas con base virica.
Este mecanismo podria limitar su utilidad terapéutica en humanos, por
la integracion de secuencias de ADN viral en el genoma receptor y que
podrian favorecer el desarrollo de futuros procesos patoldgicos en el

receptor 2.

1.3 Células madre adultas

Las ASC son pequefias poblaciones celulares con caracteristicas
“stemness” que se alojan en diferentes localizaciones o nichos del
organismo como MO, sangre de cordon umbilical, tejido adiposo,
endotelio, higado, mausculo, tejido nervioso, pulpa dentaria,

Tesis Doctoral Carmen M Herencia Bellido 11



Diferenciacion de células madre de médula ésea hacia hepatocitos

epidermis...etc. Constituyen un reservorio de células que se organiza
en un determinado tejido, y que reemplazan células dafiadas por
envejecimiento o por una lesién del tejido **. En condiciones normales
se mantienen en estado quiescente pero ante un dafio tisular podrian
activar la division o mitosis celular y diferenciarse a células somaticas.
Las ASC presentan una gran plasticidad celular, y pueden
originar distintos tipos celulares del organismo de cualquiera de las tres

capas embrionarias (Figura 5).

Neuronas

Células — k. e
Musculares / ' o a | |'
K .,' g Célu!as

‘ === Cardiacas
Hepatocitos W / Células
* . @ ;
Sanguineas

™~ Células
Epltellales
Adipocitos

Figura 5. Pluripotencia de las células madre adultas (ASC). Las ASC tienen
capacidad para diferenciarse a cualquier célula somatica perteneciente a cualquiera de
las tres capas embrionarias.

Ademas, las ASC tienen capacidad para salir de su nicho
habitual y dirigirse hacia otro tejido diana donde favorece el

desarrollode un proceso regenerativo activado tras una lesion. Esta

Tesis Doctoral Carmen M Herencia Bellido
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capacidad migratoria de las ASC se conoce como “Movilizacion
celular” y serd expuesto en el siguiente bloque de experimentos de esta
tesis doctoral. EI microambiente (homing) del nicho que alberga las
ASC juega un papel importante en su biologia controlando el equilibrio
entre la quiescencia celular, auto-renovacion, movilizacion y

diferenciacion hacia las distintas células somaticas 2.

A continuacion se detallan las caracteristicas bioldgicas de
algunas fuentes de ASC:

1.3.1 Meédula dsea

La MO es un tejido esponjoso que se encuentra en el canal
medular de los huesos largos y en las cavidades de huesos planos como
la cresta iliaca, esternon o el craneo. En estos huesos se distingue dos
tipos de MO: roja y amarilla.

La MO roja se encuentra en los huesos planos y en la epifisis de
los huesos largos. Recibe su nombre porque en ella se lleva a cabo la
hematopoyesis, proceso mediante el cual se originan todas las células
del sistema sanguineo (células rojas, células blancas y plaquetas). Por
otro lado, la médula amarilla se localiza en la dié&fisis de los huesos
largos, y esta constituida fundamentalmente por tejido adiposo. Actla
como reserva energética para las células que llevan la hematopoyesis.

La MO constituye uno de los principales reservorios de ASC en
el organismo. Actualmente, las BM-SC (del inglés, Bone marrow stem
cells) constituyen un candidato muy destacable para su uso en medicina

regenerativa principalmente porque pueden ser obtenidas con técnicas
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no demasiado invasivas y del propio paciente. Por tanto, el transplante
celular no induciria un rechazo inmunologico, al tratarse de un
trasplante autélogo.
En la MO roja se distinguen 4 tipos de BM-SC:

- Hematopoyéticas (HSC, del inglés, Hematopoietic stem cells)

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

- MAPC (del ingles, Multipotent adult progenitor cells)

- SP (del inglés, Side population)

1.3.1.1 Células madre hematopoyéticas

Las HSC fueron identificadas por primera vez en 1961 por Till
JE y McCulloch EA *. Constituyen entre un 1-3% del total celular de la
MO, siendo la poblacion de SC méas abundante en este tejido. Se
localizan cerca de la superficie del hueso o asociadas al endotelio
sinusoidal. Su principal funcion es la hematopoyesis.

Existen poblaciones de HSC en otros compartimentos del
organismo como sangre del cordon umbilical, placenta, y en menor
medida en sangre periférica. Estas HSC se definen por un
inmunofenotipo  caracteristico de antigenos en  superficie.
Probablemente sean la poblacion de BM-SC mejor definida. En
humanos, son CD34*, CD133"", CD38""", CD117*, CD45" y Lin %.
Las células CD133" constituyen el estadio mas inmaduro de las HSC y
se postulan como las HSC con mayor potencialidad .

Se pueden aislar facilmente mediante kits comerciales
inmunomagnéticos que reconocen sus marcadores de superficie. El

numero obtenido es bajo, pero el tratamiento con citoquinas como SCF

Tesis Doctoral Carmen M Herencia Bellido
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del inglés, Stem cell factor), G-CSF (del inglés, Granulocyte-colony)
stem factor), tromboeritropoyetina (TPO), Flt-3-ligando (FIt3-L), IL-6
(del inglés, Interleukin-6), I1L-3, VEGF (del inglés, Vascular
endothelial growth factor) y FGF-a (del inglés, Fibroblast growth
factor-acidic) favorecen su multiplicacion en cultivo sin perder su
potencialidad para originar células de las tres capas embrionarias >°.

La capacidad de diferenciacion de las HSC hacia hepatocitos se
ha demostrado in vitro en presencia de distintas combinaciones de
citoquinas. Entre ellas destaca el tratamiento con HGF, junto con otros
factores como SCF, FGF-a y FGF-b (del inglés, Fibroblast growth
factor-basic). Las células resultantes mostraban altos niveles de
expresion de genes y proteinas relacionados con hepatocitos, como
albimina, CK-18, CK-19 y o-FP ?°. Asimismo, distintos trabajos de
investigacion han puesto de manifiesto que las HSC también pueden
originar hepatocitos funcionales in vivo 2 . No obstante, algunos
investigadores dudan del proceso de diferenciacion y creen que
realmente estas HSC tras alojarse en el parénquima hepético, se

fusionan con los hepatocitos residentes 2.

1.3.1.2 Células madre mesenquimales

Las MSC fueron identificadas por Friedenstein et al. en 1974 *°.
Se localizan en el estroma medular y representan menos del 1% del
total celular de la MO. Existen poblaciones de MSC en otros
compartimentos del organismo como sangre del cordon umbilical,
tejido adiposo, y en menor medida en sangre periférica de forma

circulante.
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Las MSC constituyen el soporte sobre el que se depositan las
HSC, proporcionandoles el microambiente adecuado para que se lleve a
cabo la hematopoyesis. Esta poblacion celular se caracteriza por tener
una morfologia fibroblastica, por presentar una alta capacidad
proliferativa y una gran plasticidad para originar multiples tipos de
células maduras como adipocitos, condrocitos, osteoblastos,
cardiomiocitos, células musculares, hepatocitos . Las MSC
conforman una poblacion muy heterogénea, que se definen como
células positivas para SH,, SH3, CD105, CD73, CD90, y negativas para
CD34, CD45, CD14, CD19, CD3 y HLA-DR .

Entre las distintas propiedades bioldgicas que poseen las MSC
destaca su capacidad para modular el sistema inmunoldgico, por la
ausencia de moléculas de HLA en su superficie. Esta caracteristica las
convierte en un excelente candidato en la clinica para la medicina
regenerativa en distintas patologias *. Las MSC son capaces también
de inhibir la proliferacion y neutralizar la accion de las células de
defensa del organismo como linfocitos T, B, células dendriticas y
células NK, a través de IFN-y **. Sin embargo, posiblemente la
heterogeneidad que conforma la poblacion de MSC es la principal
limitacion para utilizarlas en terapia celular.

En el laboratorio se aislan por su capacidad de adherirse a
superficies de plastico y se multiplican en namero rapidamente en
presencia de FGF-b sin perder la potencialidad para diferenciarse a

mltiples tipos de células especializadas *.

En el proceso de
diferenciacion hacia hepatocitos, las MSC son cultivas en presencia de

citoquinas como HGF, FGF-b, EGF (del inglés, Epidermal growth
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factor) junto a factores que participan en el metabolismo hepatico como
nicotinamida, dexametasona, OSM e ITS (insulina-transferrina-selenio)
% Las células resultantes expresan marcadores hepatoespecificos como
ALB, CK-18, a-FP, glucosa-6-fosfato, HNF-4a. Ademas tienen cierta
funcionalidad porque pueden almacenar glucégeno y producir urea *'.
Otros autores han encontrado incluso actividad enzimatica
caracteristica de células hepéticas como la del citocromo P450 . En
este proceso de diferenciacion parece jugar un papel fundamental la
activacion de factores de transcripcion como HNF-3p * y c/EBP-a .
En otros estudios, consiguen una diferenciacién a hepatocitos
efectiva mediante el co-cultivo con células hepaticas ** o utilizando

42

matrices tridimensionales ". Incluso esta capacidad para originar

hepatocitos funcionales se ha demostrado ampliamente en distintos

modelos experimentales in vivo ** .

1.3.1.3 MAPC “Multipotent adult progenitor cells”

Las MAPC fueron descubiertas en la MO con cierta
controversia por el grupo de Verfaillie et al *°. En la MO constituyen
menos del 0.1% del total de células. También se han encontrado
poblaciones MAPC en otras localizaciones como el cerebro y musculo
*® En su inmunofenotipo expresan bajos niveles de Flk-1, CD90, Sca-
1, SSEA-1 (murinos) / SSEA-4 (humanos) aunque se definen como
células negativas para marcadores como CD45, CD3, CD19, CD34,
CD117, CD44, Glicoforina A (Gly-A), MHC-1 y MHC-I1. De hecho, se
aislan mediante técnicas de marcaje inmunomagnético o sorting como

células negativas para CD45 y Gly-A *'.
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Morfolégicamente, las MAPC son muy semejantes a las MSC,
sin embargo, bioldgicamente se parece mucho mas a las ESC. De
hecho, son células telomerasa positivas, lo que les proporciona una
fuerte estabilidad genética a largo plazo, y contienen factores de
transcripcion caracteristicos de las ESC como GATA-4, HNF-4a,
Sox17, Oct-4 y Fox-a2 que les proporciona una gran capacidad
proliferativa. Ademas tienen una alta plasticidad y pueden diferenciarse
a células sométicas funcionales de cualquiera de las tres capas
embrionarias “°.

Las MAPC, al igual que las MSC tienen propiedades
inmunomoduladoras, lo que las convierten en un firme candidato para
su utilizacion en medicina regenerativa. Las MAPC impiden la
activacion y la proliferacion de las células T, disminuyendo asi el
rechazo provocado por el sistema inmunoldgico. Su utilizacion en
pacientes que han sufrido un transplante podria ser idénea para sustituir
a los farmacos inmunosupresores *°.

Las MAPC son también células con una gran pluripotencia para
diferenciarse a numerosos tipos de células sométicas *°. En concreto, la
capacidad para originar hepatocitos ha sido ampliamente demostrada en
ensayos in vitro e in vivo **. En presencia de HGF y FGF-4, las MAPC
originan células que presentan caracteristicas especificas de
hepatocitos, pues son células binucleadas, con expresion de marcadores
hepatoespecificos como ALB, a-FP, CK-18, CK-19, y transtiretina.
Ademas tienen cierta funcionalidad hepética porque poseen actividad

citocromo P450, pueden producir LDL y almacenar glucégeno .
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1.3.1.4 SP “Side population”

Esta poblacién se descubrio
en base a su capacidad para
eliminar el citofluorocromo
Hoechst 33342 a través de dos

Hoescht-Blue

transportadores de  membrana:
ABCG2 y glicoproteina P 2
(Figura 6).

Hoescht-Red

Figura 6. Analisis por citometria de flujo de una poblacién de células madre
Side population en una Médula 6sea humana

Se encuentran principalmente en la MO, donde representan
menos del 0.02%. Las SP se han detectado en otros compartimentos del
organismo como sangre periférica, sangre de cordén umbilical,
endometrio, pulmoén, rifidn, piel, coérnea, musculo esquelético...53.E|
inmunofenotipo que presentan en superficie las SP tampoco esta
claramente determinado pero se identifican como células CD34™ °*.

Aungue se han encontrado SP que contienen células CD34" >

y células
CD133" *. En base a estas caracteristicas, las poblaciones SP se aislan
por técnicas de sorting. Las SP pueden diferenciarse in vitro a
hepatocitos en presencia de citoquinas como HGF, EGF, dexametasona
e insulina. Las células resultantes contenian un citoplasma rico en
granulos y eran binucleadas. Cuando se analizo la expresion de genes
hepatoespecificos, se encontraron altos niveles de ALB, CK-18, el
marcador de proliferacion de hepatocitos HepPar y al-AT, asi como

una alta actividad del citocromo P450 *'.
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1.3.2 Progenitores intra-hepaticos (Células ovales)

Entre los distintos componentes celulares que conforman el
parénquima hepatico se encuentra una poblacion de ASC especifica del
higado. Se conocen como progenitores celulares intra-hepaticos (HPC,
del inglés, Hepatic progenitor cells) en humanos, y como celulas
ovales (OC, del inglés, Oval cells) en modelos murinos porque su
nacleo tiene morfologia ovoide y presentan un alto ratio
nucleo/citoplasma. Esta poblacion fue descubierta en ratones por
Wilson JW y Leduc EH en 1958 *®, y afios mas tarde, en 1978 también
fue descrita en el higado de ratas por Shinozuka et al *°. Las HPC / OC
se localizan principalmente en los canales de Hering de la red de
canaliculos biliares del higado ®, aunque también se han encontrado en
la  regién periportal del lobulillo hepéatico ®'. Se caracterizan por ser
bipotenciales: pueden diferenciarse a hepatocitos y colangiocitos. De
hecho, expresan proteinas caracteristicas de células pertenecientes a un
linaje hepatocitico como ALB, glucosa-6-fosfato, CK-8, CK-18, CK-7
y CK-19 % En condiciones normales permanecen en estado quiescente,
pero ante una lesién aguda severa o un dafio cronico pueden activarse y
multiplicarse rapidamente originando hepatocitos y colangiocitos. De
hecho, se postula que el nimero de HPC / OC es directamente
proporcional a la severidad de la lesién .

La proliferacion y activacién de las HPC se conoce en humanos
como reaccion ductular ®.  El inmunofenotipo que presentan en
superficie no estd claramente definido. En modelos murinos, se
conocen como células OV6*, aunque también se ha observado que co-

expresan otros marcadores como Sca-1, CD45*, CD34* y CD117+ *.
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Figura 7. Células progenitoras intra-

hepaticas / Células ovales son bipotenciales También  presentan

la habilidad de

@ expulsar Hoechst
33342 a través del
Ceélula
Oval . transportador ABCG2
como las SP ®. Por
r‘j] - otro lado, la poblacién
1y
- angiocito de HPC encontrada en
Hepatocito ;
1 t higados humanos,
| también presentan en
Hepatoblasto ..
Fetal superficie marcadores
T caracteristicos de
ESC

BM-SC como CD34,
CD117, CD90 *°.

Por este hecho, algunas teorias proponen a la MO como la
posible procedencia de las HPC / OC que se alojan en el parénquima
hepatico para participar en el proceso regenerativo. Sin embargo,
también se ha detectado que son células o-FP positivas, marcador
caracteristico de los hepatoblastos fetales ®’. En base a esta propiedad,
surgen otras teorias que sugieren que estas células en realidad son

hepatoblastos fetales que han quedado remanentes en el higado.

2. Mecanismos moleculares de sefializacion
En el transcurso del proceso de diferenciacién celular hacia un
determinado tipo de células somatica, las ASC activan y desactivan una

0 varias cascadas de sefializacion intracelular . Estas rutas estan
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relacionadas a menudo con el mantenimiento de las propiedades
especificas de estas ASC . Asi por ejemplo se ha publicado que en el
proceso de diferenciacion hacia osteoblastos, rutas como Wnt/B-
catenina y Notch deben estar activadas al inicio del proceso. Sin
embargo, en el caso de la generacion de adipocitos la ruta Wnt/p-
catenina debe estar inactivada.

El papel de estas cascadas de sefializacién intracelular no esta
muy descrito durante el proceso de diferenciacion hacia hepatocitos.
Algunos trabajos han sugerido la inactivacion de la ruta Wnt/p-catenina
" De hecho, la inhibicién de la ruta con la presencia de ARN
interferentes o con un tratamiento con inhibidores de la ruta induce la
diferenciacién de BM-SC a hepatocitos "*.

En el siguiente apartado se explica detalladamente esta ruta.

2.1. Ruta Wnt/p-catenina en el higado

Esta ruta de sefializacion que se encarga de regular la biologia y
comportamiento de las SC. Estd muy conservada desde un punto de
vista evolutivo y es clave en el desarrollo embrionario asi como en el
mantenimiento de la homeostasis celular en el organismo adulto. A
nivel celular, la ruta Wnt controla los procesos basicos como
proliferacion, migracion, apoptosis asi como la diferenciacion celular
hacia un determinado linaje celular ™.

El estudio de esta ruta se divide en: Canonica o dependiente de
p-catenina, la ruta No canonica o dependiente de Calcio y plana o

polar.
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La ruta Wnt/B-catenina candnica destaca por ser una ruta clave
durante la embriogénesis hepatica participando en la regulacion de la
proliferacion y diferenciacion de hepatoblastos a hepatocitos o en
procesos como la zonacién hepatica °. Incluso se ha relacionado a p-
catenina con la regulacion del metabolismo hepatico, particularmente
controlando la produccién de glucosa e insulina *. Por otro lado,
cuando se produce una lesion en el higado, se ha encontrado la
presencia de [3-catenina nuclear en los hepatocitos que participan en el
proceso regenerativo. Asi, se cree que la activacion de esta ruta es
responsable del mantenimiento de la capacidad proliferativa de los
hepatocitos . Ademés esta ruta es particularmente importante en el
higado ya que ha sido involucrada con la generacion y progresion del
hepatocarcinoma (HCC) .

2.1.1 Ruta Wnt/g-catenina canonica

La figura 8 contiene un esquema detallado de la ruta Wnt/B-
catenina canonica. Como se puede observar, cuando esta ruta esta
inactiva, [3-catenina se encuentra en el citoplasma secuestrada por un
complejo proteico formado por GSK-3B, Axin, APC y CK-Ia. Alli, B-
catenina es fosforilada en residuos serina/treonina, y se convierte en
diana para ser degradada por ubiquitinacion.

La ruta se activa cuando un ligando perteneciente a la familia de
glicoproteinas Wnt se une a un receptor de 7 dominios transmembrana
de la familia Frizzled (Fzd). Esta interaccion con el ligando permite a
Fzd, junto al co-receptor LRP5/6, activar a una proteina citoplasmatica
Dsh (del inglés, Dishevelled). Dsh inhibe al complejo formado por
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GSK-3p, Axin, APC y CK-la, permitiendo la liberacion de [3-catenina,
que se acumula en el citoplasma y se trasloca al nucleo, donde
interacciona con TCF/LEF regulando la expresion génica de genes
diana claves en la proliferacion celular como ciclina D1 6 el oncogen c-

77 78

Myc . Los coactivadores CBP y p300 también se unen a -catenina

promoviendo la maquinaria transcripcional " ® (Figura 8).

Wnt canonica Wnt candnica

Inactivada : Activada

N 3 a
a0 degraded
Axin

OO0 ;

Figura 8. Esquema de la ruta Wnt/p-catenina publicado por Ling L. et a

—» tarnot nonoc

|68

B-catenina también puede permanecer anclada a la membrana
plasmatica de la célula, donde interacciona con moléculas de adhesion

como E-cadherina favoreciendo la comunicacion célula a célula &.
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La ruta Wnt/B-catenina tiene una fuerte regulacion por
retroalimentacion negativa. Uno de los principales elementos
inhibidores de la ruta es DKK-1 que interacciona con LRP5/6
impidiendo la unién de Fzd con Wnt %, DKK-1 también puede actuar
junto a una proteina citoplasmatica denominada Kremen, impidiendo la
traslocacion de P-catenina al nucleo. Sin embargo, en ausencia de
DKK-1, Kremen es capaz de realizar la accion contraria, y favorece la
actividad de la ruta ®. Otros inhibidores de la ruta son esclerostina o los
de la familia SFRP (del inglés, Secreted Frizzled related protein) que

compiten por Fzd impidiendo o dificultando la unién de Wnt .

2.2 Ruta Wnt/p-catenina en el carcinoma hepatocelular

La activacion de la ruta Wnt/B-catenina estd estrechamenete
relacionada con la aparicion o el desarrollo de distintos procesos
tumorales. De hecho, en un 26,4% de los HCC se han detectado
mutaciones en el mecanismo de regulacion de la ruta Wnt/p3-catenina
desencadenando una excesiva traslocacion de p-catenina al ndcleo ®.
La mutacion en el exdn 3 del gen de B-catenina es una de las mas
habituales aunque se han detectado otras en genes reguladores de la
ruta como Axin. En otros pacientes se ha encontrado una sobre-
expresion de receptores de la familia Fzd como Fzd-3/6/7 y de ligandos
de la familia Wnt como Wnt-3/4/5a. Incluso, recientemente se ha
descubierto que modificaciones epigenéticas como metilaciones
también favorecen la sobre-activacion de la ruta Wnt en células
tumorales hepaticas ®. El exceso de B-catenina nuclear, y por tanto, una

expresion descontrolada de los genes diana de la ruta como c-Myc, un
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oncogen relacionado con HCC ¥, o ciclina D1, subunidad reguladora
para la transicion G1/S del ciclo celular provoca que los hepatocitos
abandonen su estado normal de quiescencia y entren en ciclo celular.
También se han encontrado altos niveles de expresién de moléculas de
adhesién como EpCAM que facilita la migracién celular ®. De hecho,
la activacion de la ruta Wnt/B-catenina no sélo se ha relacionado con la
aparicién y progresion del HCC , sino también con la recurrencia

|90

tumoral ™, la resistencia a quimioterapia y la transicion epitelio-

mesenquimal **.

2.2.1 Papel de las células madre en el hepatocarcinoma

Recientemente, se ha establecido una interconexion entre la
biologia de las ASC y el cancer. En concreto, se cree que las ASC
podrian estar implicadas en la aparicidn, expansion y progresion del
HCC *2. En condiciones normales, en el nicho que alberga a las ASC se
establece un equilibrio entre la autorrenovacion y la diferenciacion
hacia células maduras especificas que han envejecido o sufrido un
determinado dafio. Sin embargo ante determinadas circunstancias como
la exposicién a tdxicos o sustancias mutagénicas se produce un
desequilibrio fisiolégico en las ASC que desencadena una fuerte
activacion de su capacidad proliferativa. Estas células reciben el
nombre de células madre del cancer (CSC, del inglés, Cancer stem

cells) ® % (Figura 9).
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Figura 9. El nicho en el cual se hospedan las células madre puede ser
fundamental para explicar el origen de las células madre del cancer. Publicada
por Nature Publising Group. Nature Reviewa/Cancer

Sin embargo, los mecanismos de regulacion intracelulares
responsables de la conversién de ASC en CSC se desconocen. No
obstante, existen evidencias que permiten relacionar rutas de
sefializacion como Wnt/B-catenina con la aparicion de CSC .

En la actualidad se investiga cuél es el inmunofenotipo de las
CSC que podrian participar en el HCC con el objetivo de desarrollar
tratamientos que frenen el avance del procesos tumoral % 9.
Principalmente se han identificado como células CD133", aunque
también se ha comprobado que expresan otros marcadores en superficie
como CD29, CD34, CD44, CD49f, CD90 y CD117, los cuales se

expresan también en células madre % .
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Por tanto, con estos antecedentes el objetivo principal de
este bloque de experimentos serd aislar y cultivar distintas
poblaciones de BM-SC para diferenciarlas hacia hepatocitos con el
fin de discernir cudl es la fuente de SC mas adecuada para
conseguir una diferenciacion eficaz hacia hepatocitos. Otro
objetivo sera valorar el papel de la ruta Wnt/p-catenina en el
transcurso de este procedo de diferenciacion y su posible

implicacion en el desarrollo de un fenotipo tumoral.
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BLOQUE 2: Papel de la movilizacion de células madre de médula

0sea en pacientes con patologias hepaticas

El higado es un drgano capaz de regenerarse tras sufrir una
lesion y recuperar asi una funcionalidad hepéatica normal en un corto
periodo de tiempo. Sin embargo, no se conoce con exactitud como
transcurre este complejo proceso. Se sabe que los hepatocitos juegan un
papel primordial. De hecho, inmediatamente después de producirse un
dafo, los hepatocitos abandonan su estado de quiescencia normal y
rapidamente entran en ciclo activando su division celular. El resto de
poblaciones celulares que conforman el parénquima hepatico, también
participan en el proceso regenerativo y actlan en coordinacion con los

hepatocitos (Figura 10).

— Hepatocyles

= Biliary ductular cells

= Kupffer and o cells

= Sinusodal endothelial cells

Percent labeled cells

| L]

0 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10
Days after partial hepatectomy

Figura 10. Cinética de las distintas poblaciones celulares que componen el
parénquima hepético tras una hepatectomia parcial. Imagen publicada por
Michalopoulos GK and De Frances et al. *®
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Recientemente se ha propuesto que otras ASC como las BM-SC
también podrian participar y favorecer el proceso regenerativo en el

higado. Si bien, su eficacia y regulacion es hoy objeto de discusion.

3. Movilizacion de células madre de médula Osea hacia el
higado

Las BM-SC pueden abandonar la MO vy dirigirse, a través del
torrente circulatorio, hacia un tejido diana que ha sufrido una lesion,
contribuyendo asi a mantener la homeostasis celular del 6rgano dafiado.
Esta migracion o movilizacién de las BM-SC se ha descrito en los
principales tejidos del organismo tales como el corazdn, el higado o el
riidn, y esta estrictamente regulada por el eje SDF-1/CXCR-4.

El SDF-1 es una quimioquina que atrae selectivamente a células
que expresan en su superficie el receptor CXCR-4 como las BM-SC. Se
produce en las células del estroma de la MO y en células epiteliales de
distintos drganos. La secuencia genética de SDF-1 estd muy conservada
entre las distintas especies y se ha la relacionado con la supervivencia
en las BM-SC '

La movilizacion de BM-SC hacia el higado es un proceso muy
complejo en el que interaccionan factores relacionados con el dafio y la
regeneracion hepatica como enzimas, citoquinas y quimioquinas que
participan en la regulacion de la biologia de las BM-SC. Dalakas et al.
192 publicaron un esquema explicativo de movilizacién de BM-SC
desde la MO hacia el higado tras una insuficiencia aguda o crénica
(Figura 11).
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Tras producirse un dafio en el higado o ante condiciones de
estrés, los niveles de SDF-1 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 hepéatico. Por tanto se
establece un gradiente de SDF-1 que permite a las BM-SC alcanzar
desde su reservorio medular y alojarse en el parénquima hepatico. En el
interior de la MO, las MSC liberan SDF-1 para dirigir a las HSC
(CXCR-4") alcanzan la matriz 6sea. Una vez alli, las HSC son liberadas
hacia el torrente circulatorio través del cual alcanzan el higado. Cabe
destacar también la participacion de moléculas de adhesién como VLA-
4/VCAM-1y LFA-1/ICAM-1 claves en la migracion de las BM-SC por
el torrente circulatorio hasta alcanzar el higado %2 1%,

Simultaneamente, la fuerte respuesta inflamatoria que se
produce en el higado desencadena un incremento en los niveles séricos
de IL-8 e IL-12. Ambas interleuquinas desencadenan el aumento de los
niveles circulantes de metaloproteasas como MMP-2 y MMP-9 desde
los neutréfilos de la MO %, Estas enzimas constituyen una pieza
fundamental en el proceso movilizador, ya que se encargan de
descomponer la matriz 6sea permitiendo asi la liberacion de las BM-SC
al torrente sanguineo . Paralelamente, también se elevan los niveles
séricos de distintas citoquinas y quimioquinas relacionadas con el
proceso regenerativo en el higado y /o con la atraccion, proliferacion y
activacion de las BM-SC como SCF y HGF %,
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Figura 11. Esquema de la Movilizacion de Células madre de la Médula dsea ante
una insuficiencia hepatica publicado por Dalakas et al. 102

4. Movilizacion e higado: Estudios in vivo

El tratamiento terapéutico con G-CSF favorece el
establecimiento del eje SDF-1/CXCR-4 y la consecuente movilizacion
de células CD34" desde la MO hasta el torrente circulatorio **" 1%,
Actualmente existen numerosas lineas de investigacion que abordan si
este tratamiento y el proceso movilizador podrian constituir una opcién
terapéutica en pacientes que sufren patologias hepaticas con
necesidades de recuperar la masa y funcionalidad del higado *®.

En uno de los estudios, la movilizacion de células CD34"
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consiguio reducir los indices de dafio hepatico, con una mejora en los
ratios de supervivencia, y previniendo ademas el desarrollo de otros
procesos patoldgicos como sepsis, sindrome hepatorenal y/o
encefalopatia hepatica '°. En otro estudio, pacientes con distintas
patologias hepaticas cronicas recibieron una infusion de células CD34"
movilizadas a partir de un proceso de aféresis con un tratamiento con
G-CSF. Tras el transplante celular se redujeron los niveles séricos de
bilirrubina durante un largo periodo de tiempo, favoreciendo la
supervivencia !, Este mismo efecto beneficioso fue observado incluso
en pacientes que habian desarrollado una cirrosis. En estos pacientes la
infusion de células CD34" redujo significativamente los valores séricos
de transaminasas asi como el indice Child-Pugh **2.

Sin embargo, se desconoce cual es el mecanismo de accion a
través del cual la movilizacion de BM-SC re-establece la funcionalidad
hepética. En este sentido, los resultados obtenidos en un estudio con
pacientes que sufrian esteatohepatitis podrian indicar que el proceso
movilizador de células CD34" favorece la activacion de las HPC y con
ello la funcionalidad hepatica **3. Resultados similares se observaron en
otro trabajo pero con pacientes que habian sido sometidos a un

transplante de higado ortotépico (THO) .

Otros trabajos sugieren
que el principal efecto de las células movilizadas es una diferenciacion
a hepatocitos **°.

No obstante, se desconoce cudl es la sefial que dispararia el
proceso movilizador. De hecho, la movilizacién de BM-SC hacia el
higado y su colaboracion en el proceso regenerativo esta actualmente

en debate.
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En base a estos indicios, en este bloque de experimentos
intentaremos dilucidar si pacientes que sufren una patologia
hepatica y han sido sometidos a una hepatectomia parcial (HP)
pueden movilizar poblaciones de BM-SC. En el caso de que se
documente, se evaluara el inmunofenotipo de las mismas. De igual
modo, se analizaran los mecanismos por los cuales se regula el

proceso de movilizacion interviniendo en la regeneracion hepatica.
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BLOQUE 3: Terapia celular en un modelo experimental de dafio

hepatico agudo

5. Terapia celular con células madre procedentes de la médula
Osea
Petersen et al. fueron los primeros en demostrar que en un
modelo experimental de dafio hepético el transplante de las BM-SC
podrian contribuir al proceso regenerativo del higado. Este estudio se
realiz6 en ratas hembra que presentaban una deficiencia enzimaética
(DPPIVY), y habian recibido un tratamiento con 2-AAF (2-
acetilaminofluorano), junto a una HP o con CI4C. El tratamiento con 2-
AAF impedian la activacién de las HPC/OC vy por tanto, dificultaba el
proceso regenerativo en el higado. La infusion de MO procedente de
ratas macho DPPIV™, consiguid reestablecer la funcionalidad hepatica.
Ademas se comprobd que las nuevas células que conforman el
parénquima hepatico tras el trasplante procedian del donante porque
eran positivas para el cromosoma Y, y carecian de la deficiencia

enzimatica 6.

En la actualidad, existen distintas aproximaciones de terapia
celular en hepatologia con distintos tipos y fuentes de celulas madre.
Las evidencias obtenidas tanto en ensayos clinicos como en modelos
experimentales muestran el elevado potencial terapéutico de las BM-
sSC 117.
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5.1 Terapia celular con células mononucleares de la médula 6sea

La infusion de células mononucleares de medula 6sea ha sido
una herramienta terapéutica ampliamente estudiada para la
regeneracion tisular. Este transplante ha proporcionado resultados
esperanzadores en distintos modelos experimentales en el campo de la
hepatologia. Asi, en ratones que padecian una fibrosis o habian
desarrollado una cirrosis hepatica, la infusion de células mononucleares
de la MO, consigui6 reducir el area fibrética y mejorar los ratios de
supervivencia. Este efecto beneficioso podria estar mediado por un
aumento en los niveles de expresion génica de MMP-9, que
favorecerian una movilizacion de BM-SC que a su vez, también
podrian alcanzar el higado y favorecer la regeneracion hepatica **%. En
pacientes cirréticos, tras la infusion celular, se elevaron los niveles
séricos de albumina e incluso disminuyeron el indice Child-Pugh.
Ademas, en las biopsias de tejido hepéatico de estos pacientes, se
detect6 la presencia de o-FP y PCNA, lo que permite deducir que las
células mononucleares de la MO tras alcanzar el parénquima tisular,
podrian diferenciarse a hepatocitos y estimular la proliferacion de las
células residentes del tejido **°.

El uso de las células mononucleares de la MO puede ser una
buena estrategia para realizar terapia celular aunque se desconoce si es
el conjunto de estas células o una poblacién en concreto las que

estimularian la recuperacién de la funcionalidad hepaética.
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5.2 Terapia celular con células madre hematopoyéticas

El uso de las HSC en diversos modelos experimentales ha
puesto de manifiesto el efecto beneficioso que podria desarrollar esta
poblacion celular ante una insuficiencia hepatica. Asi, en un trabajo con
ratones que poseian un déficit enzimatico, tirosinemia tipo | (FAH-/-),
el transplante de HSC consiguio restaurar la funcionalidad bioguimica.
Los resultados muestran que estas HSC son capaces de alcanzar el
higado donde se diferencian a células del parénquima tisular. Estas
nuevas células carecen del déficit enzimatico y son FAH +/+ %,
Similares resultados se obtuvieron en otro estudio con ratones
cirréticos. En este modelo de dafio cronico, la infusion de células
CD133" 6 CD34" consiguié evitar la progresion de la cirrosis 2.

La terapia celular con HSC también ha proporcionado
resultados esperanzadores en ensayos clinicos con pacientes que sufrian
una insuficiencia hepatica. En uno de estos estudios, tres pacientes con
diferentes patologias hepaticas (HCC, metastasis neuroendocrina y
metéstasis colorrectal) recibieron una infusion aut6loga intraportal de
células CD133". Cabe resaltar que todos los pacientes habian sido
sometidos a una embolizacion de los I6bulos derechos. En los tres
pacientes, tras la terapia celular, increment6 de forma significativa el
volumen de los I8bulos izquierdos *%. En otro estudio, pacientes que
sufrian metastasis hepatica, fueron sometidos a una HP derecha junto
con una embolizacion portal, y recibieron una infusién de células
CD133". La presencia de esta poblacion celular aumentd en mayor
grado el volumen de I6bulos izquierdos acelerando asi el proceso

123

regenerativo en el higado ~*°. Incluso, en otros trabajos con pacientes
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cirréticos se ha podido observar que la infusion autéloga de células
CD133" ¢ CD34" reduce los niveles séricos de marcadores
relacionados con el dafio hepatico como transaminasas, albimina y
bilirrubina ***,

Sin embargo, la principal limitacion en el uso de las HSC en
medicina regenerativa es el nimero de células del que se dispone. Esta
poblacién se encuentra en un porcentaje bajo tanto en MO como en
sangre periférica, y se necesita un volumen celular grande para realizar
una terapia celular efectiva. No obstante, el nimero de HSC se puede
multiplicar en cultivo bajo la presencia de ciertas citoguinas o con in
vivo procesos de aféresis con G-CSF, pero la prolongacion de estos
tratamientos en el tiempo puede reducir la plasticidad de las HSC.

De hecho, no en todos los ensayos clinicos, el transplante de células
HSC ejercio un efecto positivo. En un trabajo con pacientes cirréticos,
la infusion de células CD34", a través de la arteria hepatica, no
consiguid re-establecer la funcionalidad tisular. Se desconoce si es
debido a una menor concentracion de células en el transplante, o si la
via de infusion es la adecuada, o si es que el desarrollo de la
enfermedad habia superado un punto de inflexién y la situacién ya era

irreversible *%°.

5.3 Terapia celular con células madre mesenquimales

Cho et al. publicaron que las MSC de MO podrian ser la
poblacién celular con mayor potencialidad para regenerar el tejido
hepético *%°. Las caracteristicas biolégicas que convierten a las MSC en

una buena herramienta para medicina regenerativa son su gran
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potencial de multiplicacion, su alta plasticidad para diferenciarse a
distintos tipos celulares maduros, y principalmente por sus propiedades
inmunomoduladoras. Las MSC carecen de moléculas HLA en su
membrana plasmatica, y ademas son capaces de inhibir la accion de las
células dendriticas y las células T *#”. Esta capacidad de las MSC para
frenar al sistema inmunoldgico se ha comprobado en distintos procesos
de dafio hepatico como inflamacion severa, dafios isquémicos o en un
THO y podria ser fundamental para evitar el desarrollo de un rechazo
inmunoldgico en el hospedador *2. Parece que las MSC desarrollan la
modulacion del sistema inmune estimulando la liberacion de IL-10,
factor clave en la restauracion de una funcionalidad normal en el
higado *#°. Otros autores han relacionado el potencial terapéutico de las
MSC con un aumento en la expresion de MMP-9 y MMP-13 ** o
mediante la activacion de la maquinaria anti-oxidativa en las células del

parénquima hepético 3.

5.4 Terapia celular con MAPC “Multipotent adult stem cells”

Las MAPC por su gran plasticidad celular y por presentar
propiedades inmunomoduladoras, constituyen una de las poblaciones
de BM-SC més atractivas para utilizarse en medicina regenerativa. Sin
embargo, el principal impedimento para utilizarlas en terapia celular es
el bajo porcentaje celular que representan en el organismo. Aunque hay
pocos ensayos clinicos donde se utilicen pero se han generado
resultados prometedores. Asi en pacientes que habian recibido un THO,
se utilizé una terapia combinada entre farmacos e infusion de MAPC

que consiguid prevenir episodios de rechazo inmunolégico en la fase
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post-transplante gracias a las propiedades inmunomoduladores de estas
células. Ademas la infusion de MAPC redujo la aparicion de otros
efectos secundarios que suelen aparecer en los pacientes transplantados

como el sindrome hepatorrenal o la isquemia de la via biliar *2,

5.5 Terapia celular con SP “Side population”

Otra de las poblaciones de BM-SC utilizadas en distintos
modelos experimentales de dafio hepatico son las SP, donde se ha
demostrado que contribuyen a la regeneracion hepatica **. En uno de
los estudios con ratones hembra que habian recibido una dieta
deficiente en colina, recibieron un transplante de SP de un donante
macho. En el parénquima del raton receptor se detectaron células SP
positivas para el cromosoma Y, lo que indicaria que proceden de la MO
donante. La presencia de células SP en el parénquima tisular,
favorecian y aceleraban el proceso regenerativo en el higado **. Sin
embargo su uso terapéutico también se ve limitado por el bajo niamero

de células que componen esta poblacion.

6. Mecanismos de accion de células madre de médula 6sea en
la regeneracion hepética
Una vez hospedadas en el parenquima hepatico se desconoce
cual es el mecanismo de accién que desempefian las BM-SC para
ejercer su efecto beneficioso. Algunos investigadores creen que las
células nuevas originadas encargadas del proceso regenerativo en el
higado, son realmente el resultado de una fusion entre las BM-SC vy las
células del parénquima hepético *** (Figura 12).
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. . El mecanismo de fusién se produciria
de manera espontanea entre los
citoplasmas celulares, nucleos o ambos

. 136 187y las células originadas

. y adquiririan una ventaja selectiva sobre
Figura 12. Fusién celular g J

entre células madre de las células residentes porque contienen
médula 6sea (rojo) y los ) o ]
hepatocitos (verde) las caracteristicas fisioldgicas de las

células del parénquima hepético y la potencialidad bioldgica de las
BM-SC ** ¥ sin embargo otros autores afirman que las BM-SC tras

alojarse en el tejido hepatico ejercen un efecto directo, diferenciandose

hacia nuevas células hepaticas 140 14t 142

143 144

que favorecen y participan en

la regeneracién hepética , 0 desencadenando toda una maquinaria

anti-fibrética o pro-angiogénica (Figura 13) *° 14,

Bone Marrow Liver

Transdifferentiation

Paracrine effect
.................. |_Anti-fibrotic __|

Figura 13. Posibles mecanismos de accion de células madre de médula 6sea ante
una insuficiencia hepatica. Imagen publicada por **°
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6.1 Efectos paracrinos

Actualmente existen evidencias que hacen pensar que las BM-
SC ni se diferencian a hepatocitos ni se fusionan con las celulas
hospedadoras, sino que mediante la secrecion paracrina de citoquinas
y/o factores de crecimiento, se encargarian de activar la entrada en ciclo
de las distintas poblaciones del paréngquima hepético. Se cree que una
de sus principales dianas podrian ser las HPC / OC o los propios
hepatocitos 7.

Para confirmar esta teoria, algunos investigadores han infundido
en distintos modelos de dafio hepatico agudo un concentrado del medio
doénde habian sido cultivadas MSC, que contendria las moléculas
secretadas por las MSC. Este concentrado se denomina MSC-CM (del
inglés, Conditioned medium). En uno de estos estudios, las ratas habian
desarrollado un fallo hepatico fulminante tras la administracion de un
toxico  hepatoespecifico, D-Galactosamina. En este  modelo
experimental, el tratamiento con MSC-CM favoreci6 la supervivencia
de los hepatocitos y proporciond cierta proteccion frente a la muerte
celular producida en las células del parénquima. Ademas la presencia
de MSC-CM redujo la infiltracion leucocitaria asi como la duplicacion
de los conductos biliares. El anélisis molecular de este MSC-CM
mostré un alto contenido en quimioquinas relacionadas con la
supervivencia celular *®. De hecho, se ha demostrado que MSC-CM
tiene un efecto directo sobre los hepatocitos favoreciendo su
proliferacion lo que favoreceria el desarrollo de un proceso

regenerativo en el higado **° **°.
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En otro estudio con ratones que habian sido sometidos a una
HP, el tratamiento con MSC-CM aceler6 la recuperacion de la masa
tisular hasta alcanzar su tamafio normal. En este caso, se detectd en el
contenido de las MSC-CM genes hepatoespecificos, citoquinas y
factores de crecimiento relacionados con la angiogénesis, proliferacion

y respuesta anti-inflamatoria ***.

6.2 Rutas de sefializacion

Independientemente de si el efecto de la infusion de BM-SC es
directo (transdiferenciacién o fusion celular) o indirecto (efecto
paracrino) se desconocen cuales son los mecanismos de sefializacion
intracelular que desencadenan para desarrollar su efecto beneficioso en
el parénquima hepatico.

Una posible cascada de sefializacion que podria participar es la
ruta NFkB, elemento de respuesta aguda que participa en la
regeneracion hepéatica. NFkB es un complejo proteico que esta formado
por dos subunidades, p65 (subunidad catalitica) y p50 (subunidad
reguladora) y que estd relacionado con procesos celulares como
inflamacion o supervivencia celular **.

NFkB esta relacionada entre con otras cascadas de sefializacion
intracelular que participan en la regeneracion hepatica como PI3K/Akt.
Ante sefiales de muerte, Akt citoplasmatico se fosforila y activa
formando un homodimero que se trasloca al nucleo activa la
transcripcion génica de elementos relacionados con una respuesta anti-

apoptética ** (Figura 14).
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Figura 14. Cascadas de sefializacion intracelular de Akt y NFkB. Esquema
publicado por Cell Signaling Boston, MA, USA. .

Cuando se produce un dafio agudo en el higado, se desarrolla
una inflamacion y una muerte celular masiva en el parénquima tisular.
En este momento, el incremento de IL-6 es elemento fundamental para
iniciar el proceso regenerativo en el higado **.

IL-6 se une al receptor transmembrana gpl30 y fosforila y
activa a Stat3 en el citoplasma celular. Stat3 fosforilado forma un
homodimero que se trasloca al nudcleo celular dénde activa la
transcripcion de numerosos genes diana relacionados con la
proliferacion celular *°. Recientemente, Lam et al. encontraron que la
activacion de I1L-6/gp130 y Stat3 en MSC favorecia la diferenciacion,

proliferacion y regeneracion hepética **® (Figura 15).
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Figura 15. Cascada de sefializacion intracelular de Stat3. Esquema publicado por
Cell Signaling Boston, MA, USA.

La terapia celular ha demostrado ser efectiva en diferentes
modelos experimentales de dafio hepético. Sin embargo, hasta la
fecha se desconoce si los efectos beneficiosos de las BM-SC son
debido al anclaje de estas células en el parénquima tisular y la
consecuente diferenciacion a hepatocitos o si por el contrario es
una consecuencia de la liberacion del contenido intracelular de las
BM-SC que contiene propiedades hepatoprotectoras. En esta tesis
doctoral, se estudiara si en un modelo experimental de dafio
hepatico agudo producido por tioacetamida en ratas, la infusion de
MSC intactas o el lisado celular de éstas consigue restaurar la
funcionalidad tisular, asi como los mecanismos que subyacen al

posible efecto beneficioso.
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Obijetivos

Definir la fuente de células madre mas idonea para la
diferenciacion in vitro de hepatocitos
1.1 Evaluar el papel de la ruta Wnt/B-catenina en el proceso

de diferenciacion

Estudiar si la reseccidén hepatica conduce a una movilizacion
de células madre de médula 6sea a sangre periférica en
pacientes con distintas patologias hepaticas.

Valorar los mecanismos que activan y regulan el proceso de

movilizacién de estas células madre.

Evaluar y comparar el efecto de la infusion de células madre
mesenquimales intactas o de su lisado en un modelo
experimental de dafio hepatico agudo en ratas.

Determinar los mecanismos de sefializacion intracelular a
través de los cuales se desarrollan los efectos de la terapia

celular.
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Bloque 1 Material y Métodos

BLOQUE 1: Diferenciacién de células madre de médula ésea hacia

hepatocitos

1. Purificacion de distintas poblaciones de células madre adultas
Este estudio fue aprobado por el comité ético del Hospital
Universitario Reina Sofia de Cdérdoba de acuerdo a los principios
expuestos en Helsinki en 1975. Las fuentes utilizadas para el
aislamiento celular fueron de dos tipos: sangre periférica de pacientes
que han sido sometidos a un proceso de aféresis con tratamientos con
G-CSF o0 MO de la cresta iliaca de donantes sanos. Las muestras para el
aislamiento de las distintas poblaciones de BM-SC fueron
suministradas por la Unidad de Terapia Celular del Hospital
Universitario Reina Sofia de Codrdoba / Instituto Maimdnides de
Investigacion Biomédica de Cérdoba (IMIBIC). Previamente, todos los
donantes habian firmado un consentimiento informado por escrito para

participar en esta tesis doctoral.

1.1 Purificacién de células madre desde médula 6sea

1.1.1 Purificacion de células CD133"

Las células CD133" fueron purificadas con un separador
inmunomagnético automatico AutoMACS (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Alemania).

Protocolo: Las células mononucleares de MO fueron aisladas
con un gradiente de densidad de ficoll (Lymphoprep, Stem Cells
Technologies, Grenoble, Francia). EI volumen de MO fue diluido con
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el mismo volumen de PBS 100 mM a pH 7.4 (Sigma-Aldrich, St
Louis,Missouri, USA), y fue depositado sobre ficoll en una proporcion
1:2. La muestra fue centrifugada a 3000 rpm durante 20 minutos a
temperatura ambiente sin freno. El halo de células mononucleares fue
recogido y lavado (2 veces) con PBS a 1800 rpm durante 5 minutos a 4°
C. El sobrenadante fue descartado, y el precipitado celular fue
resuspendido en una solucion de trabajo que contiene PBS, 2 mM de
EDTA (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA) y 0.5% de BSA (del
inglés, Bovine serum albumin) a una concentracién de 100 x 10° de

células mononucleares en 0.35 ml de solucién de trabajo.

@ o o @ Suero +
VO o@ o Plaquetas

o
PR @ @ @ Centrifugacion m Células
1
o > Mononucleares

Ficoll

oo Eritrocitos +
\___/ 0008) Hm:

Figura 1. Separacion de células mononucleares de sangre periférica con un
gradiente de densidad de ficoll.

Ficoll

La purificacion de las células CD133" se realizo siguiendo las
instrucciones de un kit de marcaje indirecto de la casa comercial

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Alemania). Las células

Tesis Doctoral Carmen M Herencia Bellido 54



Bloque 1 Material y Métodos

mononucleares fueron bloqueadas y marcadas con un anticuerpo
CD133/1 marcado con biotina durante 10 minutos en frio y en
oscuridad. Tras la incubacion, las células mononucleares lavaron con 5
ml de la solucion de trabajo centrifugdndose a 1800 rpm durante 5
minutos a 4° C. A continuacion, se descartd el sobrenadante y el
precipitado celular fue marcado con unas particulas inmunomagnéticas
anti-biotina durante 15 minutos a 4° C y en oscuridad. Transcurrido el
tiempo, las células se volvieron a lavar con la solucién de trabajo en las
mismas condiciones anteriores. Descartamos de nuevo el sobrenadante
y el precipitado celular fue resuspendido en 500 pl de la solucion de
trabajo. Finalmente la poblacion de células CD133" fue aislada con el

AutoMACS utilizando el programa Posseld.

Figura 2. Separador automatico inmunomagéntico AutoMACS de la casa
comercial Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Alemania).
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1.1.2 Aislamiento de células madre mesenquimales

La poblacion de MSC fue seleccionada por su capacidad de
adherirse a superficies plasticas.

Protocolo: La MO se cultivd en botellas de 75 cm? (Falcon
Tubes, Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) a una
densidad de 10 pl de MO / cm? con a-MEM (del inglés, alpha
Minimum essentials medium) (BioWhittaker, Lonza Ltd, Basel, Suiza)
suplementado con 2 mM de L-glutamina (BioWhittaker, Lonza Ltd,
Basel, Suiza), 15% de FBS (del inglés, Fetal bovine serum, FBS)
(BioWhittaker, Lonza Ltd, Basel, Suiza), 100 U/ml de penicilina
(Bencilpenicilina sodica, Penilevel®, Laboratorios ERN S.A.
Barcelona, Espafia), 0.1 mg/ml de estreptomicina (Sulfato de
estreptomicina, Laboratorios Reig Jofré, Sant Joan Despi, Barcelona,
Espafia) y 1 ng/ml de FGF-b (Peprotech EC, London, UK). Las células
se incubaron en un incubador a 37° C y bajo una atmdsfera de un 5% de
CO,. A las 48 h, las células se lavaron dos veces con PBS para retirar
las células en suspension. Las células que permanecen adherentes al
plastico son las MSC. El medio de cultivo se cambid dos veces en
semana con a-MEM suplementado con 10% de FBS y con 1 ng/ml de
FGF-b durante 7 6 10 dias hasta conseguir una confluencia aproximada
del 80%.

1.1.2.1 Subcultivo de células madre mesenquimales

Para realizar el subcultivo, las células se despegaron con una
solucion de 0.25% de tripsina-EDTA (BioWhittaker, Lonza Ltd, Basel,
Suiza).
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Protocolo: Se retird el medio de cultivo y las células se lavaron
2 veces con PBS, para eliminar cualquier resto de FBS que contiene
factores que inhiben la accién de la tripsina. A continuacion, se
afiadieron 4 ml de tripsina-EDTA caliente en cada botella de 75 cm?
durante 5 minutos a 37° C. Transcurrido este tiempo, las células
despegadas se recogieron con a-MEM suplementado con 10% de FBS.
Tras la centrifugacion a 1800 rpm durante 5 minutos a 4° C, se decanto
el sobrenadante y se resuspendid el precipitado en medio de cultivo
para proceder al recuento celular. Las células fueron subcultivadas a
una densidad de 1 x 10° células / cm? con a-MEM suplementado con
10% de FBS y con 1 ng/ml de FGF-b.

1.1.2.2 Recuento celular

El contaje del namero de células fue realizado en la camara de
Neubauer con el colorante azul tripan (Sigma-Aldrich, St Louis,
Missouri, USA). Este colorante es permeable a la membrana plasmatica
de células muertas tifiendo todo su citoplasma, mientras que es
impermeable para células vivas. Se mezclaron 10 ul de la suspensién
celular con 10 pl de azul tripan. Simultdneamente, colocar un
cubreobjetos sobre la camara de Neubauer. Pipetear 10 pl de la mezcla
de celulas con azul tripan, y difundir por capilaridad entre la camara y

el cubreobjetos.

1.1.2.3 Criopreservacion de células madre mesenquimales
En caso necesario, después de tripsinizar, las MSC se
congelaron a una densidad de 1 x 10° de MSC en un criotubo (Nunc,
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Rochester, NY, USA) en 1 ml de medio de congelacion a 4° C. Este
medio contiene un 90% de FBS y un 10% de DMSO (Dimetilsulfoxido,
Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA). Inmediatamente el criotubo
se guardd a -80° C en una caja de congelacion con isopropanol que
permite congelar las células de forma gradual. A las 48 h el criotubo se
trasladé a un contenedor de nitrégeno liquido (-196° C), donde se
mantuvieron hasta su descongelacion.

Por otro lado, para el momento de uso de las células, el
contenido del criotubo se descongelo rapidamente en a-MEM al 15%
de FBS a 37° C, y se procedié a cultivar en una botella de 75 cm?. A las
24 h, cuando las MSC se han pegado al plastico de la botella de cultivo,
las células se cultivaron con a-MEM suplementado con 10% FBS y con
1 ng/ml de FGF-b siguiendo el mismo procedimiento que se ha
empleado durante la expansion celular. Con este cambio de medio de
cultivo, se eliminan las células que se han muerto durante el proceso de
congelacion o descongelacion, y se prescinde de aquellas que no se han
adherido a la superficie de plastico.

1.1.3 Purificacion de células MAPC

La poblacion MAPC fue purificada mediante técnicas de
separacion celular por sorting.

Protocolo: Las células mononucleares fueron aisladas mediante
un gradiente de densidad con ficoll, y marcadas con dos anticuerpos
monoclonales: CDA45-PE (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Alemania) y Gly A-FITC (Abcam, Cambridge, UK) durante 30

minutos a temperatura ambiente en frio y en oscuridad. Al terminar la
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incubacion, las células se lavaron con PBS y se centrifugaron a 1800
rpm durante 5 minutos a 4° C. Descartado el sobrenadante, el
precipitado celular fue resuspendido en PBS. La poblacion de células
MAPC (CD45" y Glicoforina A’) fue aislada en un sorter FACSVantage
SE (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) en el laboratorio de
citometria del servicio de Hematologia del Hospital Universitario Reina
Sofia de Cordoba.

1.2 Purificacion de células CD34" movilizadas por aféresis

Las células CD34" fueron aisladas con un kit inmunomagnético
(kit CD34 humano EasySep, Stem Cells Technologies, Grenoble,
Francia).

Protocolo: Las células mononucleares de sangre periférica
(MNC, del inglés, Mononuclear cells) fueron separadas también
mediante un gradiente de densidad de ficoll. ElI protocolo es muy
similar al utilizado con muestras de MO (apartado 1.1.1 de este bloque
de experimentos). Sin embargo, en este caso, el volumen de sangre fue
diluido con el mismo volumen de PBS, y depositada sobre ficoll en una
proporcion 1:1. El precipitado celular obtenido al finalizar fue
resuspendido en una solucién de trabajo que contiene PBS con 2% FBS
y 1 mM de EDTA a una concentracion de 100 x 10° MNC / ml de
solucion de trabajo, y depositado en un tubo de citometria de 12 x 75
mm (Falcon Tubes, Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey,
USA). El aislamiento de células CD34" se realizo siguiendo el manual
de instrucciones del kit comercial (Figura 4). Las MNC fueron

marcadas con un anticuerpo CD34 marcado con particulas de hierro

Tesis Doctoral Carmen M Herencia Bellido
59



Diferenciacion de células madre de médula ésea hacia hepatocitos

durante 15 minutos a temperatura ambiente. Al terminar esta
incubacion, las células se marcaron con nanoparticulas magnéticas
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después, las células se
diluyeron con solucion de trabajo hasta alcanzar un volumen final de
2,5 ml. Finalmente, el tubo de citometria fue introducido en un iméan de
la casa comercial (Stem Cells Technologies, Grenoble, Francia) durante
5 minutos a temperatura ambiente y se decantd el sobrenadante. Este
lavado se repitié 3 veces méas. Las células que permanecen pegadas al

tubo de citometria son positivas para el marcador CD34.

Anadir
Cockftail
EasySep g
4
9 l Incubar 15
i minutos

»

Anadir las
Nanoparticulas
magnéticas

@ Incubar 10

l minutos

Figura 3. Esquema del kit de purificacion de células CD34" de la casa comercial
Stem Cells Technologies

(3

Lavar el tubo que
contiene las
células en el iman

Descartar el
sobrenadante. Las
células positivas
permanecen en el tubo

b
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1.2.1 Expansién de CD34"

Las células CD34" purificadas desde un producto de aféresis se
cultivaron en medio IMDM (del inglés, Iscove’s modified Dulbecco’s
medium, PAA laboratorios/GE Heathcare Europe GMBH, Velizy-
Villacoublay, Francia) con un 10% de FBS, 2 mM de L-glutamina, 100
U/ml de penicilina, 0.1 mg/ml de estreptomicina a una densidad de 5 x
10 células / cm?® en una placa de 6 pocillos (SPL Life Sciences Inc,
Korea). Las células se incubaron en un incubador a 37° C y bajo una
atmoésfera de un 5% de CO,. Para expandir la poblacion celular
obtenida el medio de cultivo fue suplementado con 100 ng/ml de SCF,
20 ng/ml de TPO y 100 ng/ml de FIt3-L. Todas las citoquinas son de la
casa comercial Peprotech (Peprotech EC, London, UK). El medio de
cultivo fue cambiado 2 veces en semana. Para ello, el volumen del
pocillo fue recogido en un tubo cénico y se centrifugaron a 1800 rpm
durante 5 minutos a 4° C. El sobrenadante fue descartado, y el
precipitado celular fue resuspendido en medio de cultivo suplementado

con las citoquinas de expansion.

2. Diferenciacion de células madre mesenquimales hacia
hepatocitos
Los experimentos se realizaron con MSC entre pase 2 y 4. Las
células se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 1 x 10°
células / cm?® con o-MEM suplementado con 10% de FBS, y un
tratamiento de 1 ng/ml de FGF-b. Cuando alcanzaron una confluencia

total se procedio a iniciar la diferenciacion a hepatocitos.
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En este estudio se utilizaron dos protocolos de diferenciacion.
El Cocktail de Diferenciacion a Hepatocios 1 (CDH1) y el 2 (CDH2).

A continuacion se expone un esquema de ambos protocolos de
diferenciacion (Figura 4), y una tabla resumen con las citoquinas
empleadas en cada uno ellos (tabla 1). Células sin medio de
diferenciacion fueron usadas como control.

Tabla 1. Citoquinas empleadas durante la diferenciacion de células madre
mesenquimales hacia hepatocitos.

HGF Peprotech EC, London, UK 100-39
FGF-7 Peprotech EC, London, UK 100-19
EGF Peprotech EC, London, UK 100-15
FGF-b Peprotech EC, London, UK 100-18
Nicotinamida Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA NO0636
ITS Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA 354352
Oncostatina-M Peprotech EC, London, UK 167300
Dexametasona Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA D4902

Figura 4. Esquema de los protocolos de diferenciacion CDH1 y CDH2 y
cocentracién de citoquinas.

CDH1
_ _ 0,
0d a-MEM-10%FBS 21d
I 1
HGF 20 ng/ml FGF-7 10 ng/ml
CDH2
2d 0d 7d 21d
[ I | 1
IMDM IMDM+10% FBS IMDM+10% FBS
EGF 20 ng/ml Nicotinamida 0,61 g/L Dexametasona 1M
FGF-b 10 ng/ml HGF 20 ng/ml OSM 20 ng/ml

FGF-b 10 ng/ml ITS 10 pl/ml
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3. Citometria de flujo: marcadores de superficie

El anélisis del inmunofenotipo de las distintas poblaciones de
BM-SC purificadas fue realizado por citometria de flujo. Para ello, las
células fueron marcadas con anticuerpos monoclonales unidos a
fluorocromos, moléculas que emiten fluorescencia tras ser excitadas
por un haz de luz. La emision fluorescente de las células permite
identificar y cuantificar la presencia de determinados marcadores
moleculares.

En este estudio, se utilizé un citometro de flujo FACSCalibur
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) y se realiz6 una
citometria convencional de dos colores marcados con los fluorocromos
isotiocianato de fluoresceina (FITC) o ficoeritrina (PE) (Tabla 2). Las
distintas poblaciones de BM-SC se identificaron en funcién de su
tamafio (FSC, del inglés Forward Scatter), y del granulado o
complejidad (SSC, del inglés Side Scatter).

Protocolo de marcaje: 5 x 10° de células se incubaron en
oscuridad con los anticuerpos monoclonales siguiendo el manual de
instrucciones de cada uno. Las células se lavaron con PBS para retirar
el exceso de anticuerpo y se centrifugaron a 1800 rpm durante 5
minutos a 4° C. Descartamos el sobrenadante, y el precipitado se

resuspendio en 500 pl de suero fisiologico.

(*) En el caso concreto de las MSC, por ser células adherentes,
éstas son tripsinizadas previamente al marcaje, siguiendo el protocolo

descrito en el apartado 1.1.2.1 de esta tesis doctoral.
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Tabla 2. Anticuerpos monoclonales especificos de humanos utilizados para
determinar el inmunofenotipo de las células madre mesenquimales por
citometria de flujo

CD73-PE Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA 550257
CD166-PE Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA 560903
CD13-FITC Beckman Coulter Inc, Nyon, Suiza IM778
CD44-FITC Beckman Coulter Inc, Nyon, Suiza IM219
CD49e-FITC Beckman Coulter Inc, Nyon, Suiza IM1854
CD105-FITC R&D Systems Inc, Minneapolis, USA FAB-10971-F
CD29-FITC eBioscience Ltd, London, UK MAL1-18567
VEGFR2-PE R&D Systems Inc, Minneapolis, USA FAB-357-F
CD34-FITC Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,Alemania 130-081-001
CD45-PE Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,Alemania 130-080-201
CD90-PE Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA 555596
CXCR-4-PE Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA 555974
CD117-PE Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,Alemania 130-091-734
CD133-PE Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,Alemania 130-050-801
1gG2a-PE Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,Alemania 130-091-835
IgG1-FITC Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,Alemania 130-095-897

3.1 Adquisicién y analisis

Se adquirieron 5 x 10* células y el analisis se realizé excluyendo

el ruido de fondo o background celular con el programa CellQuest
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA). El porcentaje

de células positivas se calculo tras eliminar la fluorescencia emitida por

la muestra marcada con el isotipo control.
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4. Cuantificacion de la expresion génica por RT-PCR a tiempo

real

4.1 Aislamiento de ARN total

El ARN fue aislado segun el método descrito por Chomczynski
y Sacchi en 1987 **', usando el reactivo Trizol, una mezcla monofasica
de fenol e isotiocianato de guanidina (Tri-reagent®, Sigma-Aldrich, St
Louis, Missouri, USA). Transcurridos los distintos tratamientos, se
retir6 el medio de cultivo de los pocillos de la placa y las células se
lavaron dos veces con PBS vy se lisaron con 1 ml de Trizol por pocillo.
El contenido se recogié en tubos eppendorf y tras agitarlos
vigorosamente se congelaron a -80° C.

Protocolo: Las muestras se descongelaron a temperatura
ambiente para facilitar la disociacion de los &acidos nucleicos y las
proteinas. Las muestras se mezclaron con 200 pl de cloroformo
(MERCK, Madrid, Espafa) y se centrifugaron a 13000 rpm durante 15

minutos a 4° C. Al terminar la
centrifugacion se pueden observar
dos fases: una acuosa en la parte
—./'ARN superior, que contiene los &cidos

nucleicos, y otra fendlica, con

2
‘*f\ ADN proteinas que se sitdan en la interfase

\ de ambas (Figura 5).
PROT

Figura 5. Extraccion de ARN con Trizol. La fase acuosa (arriba) contiene el
contenido celular de ARN soluble en cloroformo. La fase fendlica (abajo) contiene los
restos fendlicos y el contenido proteico celular. En la interfase se puede observar un
halo que contiene el ADN celular.
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El ARN total disuelto en la fase acuosa se recogid y precipit6
con 500 pl de isopropanol frio (MERCK, Madrid, Espafia) durante 10
minutos a -80° C. Antes y después de la precipitacion las muestras se
agitaron vigorosamente. El precipitado o pellet del ARN se sediment6
por centrifugaciéon a 13000 rpm durante 10 minutos a 4° C. Para
eliminar los restos de isopropanol y conseguir mayor pureza del ARN
extraido, el precipitado se lavé con etanol al 70%, y se centrifugo a
13000 rpm durante 5 minutos a 4° C. El precipitado se dejo secar
durante 20 minutos a temperatura ambiente para eliminar los posibles
restos de etanol. El precipitado se diluydé en agua estéril libre de
ARNasas (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA) en un termobloque
a 55° C durante 5 minutos. Finalmente, el ARN obtenido se cuantificd
en un espectrofotometro  (NanoDrop®  ND-1000 UV-Vis
Spectrophotometer; NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA).

4.2 Tratamiento con ADNasa

Para eliminar la posible contaminacion con ADN gendmico, el
ARN total extraido con Trizol fue sometido a un tratamiento con
ADNasas, enzimas que digieren fragmentos de ADN. Para ello se
utilizé el kit comercial de Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri, USA).

Protocolo: 1 pg de ARN se trato con 1 pl de tampon de
reaccion 10X, con 1 pl de ADNsa y agua libre de ARNasas y ADNasas
hasta un volumen final de 10 ul. Esta mezcla de reaccion se incubd
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, la
muestra se incubd con 1 pl de solucion de parada durante 10 minutos a

70° C en un termobloque.
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4.3 Retrotranscripcion

El ARN tratado con ADNasa se retrotranscribié a ADNcopia
(ADNCc) con el kit comercial QuantiTect Reversion Transcription kit
(Qiagen, Hilden, Alemania).

Protocolo: 1 pg de la muestra se tratd con la enzima
retrotranscriptasa, cebadores random y un tampén de reaccion al 1X,
durante 15 minutos a 42° C en un termoblogue. Finalmente, para
inactivar la reaccion enzimética, la muestra se incub6 durante 3

minutos a 95° C también en un termobloque.

4.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de PCR a tiempo real permite la amplificacion,
cuantificacion e identificacion de un determinado fragmento de ADN.
Se realiz6 en un termociclador LightCycler 480 en placas de 96
pocillos de Roche (Roche Molecular Biochemicals; Indianapolis, USA)
con un kit comercial QuantiTect SYBR Green PCR (Qiagen, Hilden,
Alemania). La reaccion de PCR requiere la presencia de una polimerasa
termoestable, iones divalentes (principalmente Cl,Mg), 4 dNTP
(Desoxirribonucletsidos-trifosfato) marcados con un fluoréforo
SYBR® Green, y dos cebadores, pequefios oligonucleotidos
complementarios a la secuencia génica que se desea valorar. Los
cebadores son los encargados de delimitar el fragmento de ADN que se
desea amplificar, indicando a la polimerasa donde debe comenzar y
parar la reaccion en cada ciclo. EI ADN sintetizado contiene intercalada
en la monocadena el fluorocromo SYBR® Green, que se encarga de

emitir una fluorescencia proporcional a la concentracién de ADN.
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Figura 6. Esquema de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
http://www.postgradoeinvestigacion.uadec.mx/imagenes/CC27/1.jpg
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El ADN sintetizado y el ADN molde tras la amplificacion, se
unen formando una doble cadena ya que son complementarios. La
temperatura de fusion o de melting (Tm), es la temperatura necesaria
para separar este ADN bicatenario. La Tm es especifica de cada
fragmento, ya que depende de su longitud y de su contenido en G+C,
de forma que pueden obtenerse curvas diferentes por cada producto
amplificado, donde el pico maximo corresponde a la Tm, y el area bajo
la curva de este pico es proporcional a la cantidad de producto (Figura
8). La cuantificacion de la expresion relativa se determin6 por la
formula 224D descrita por Livak and Schmittgen (2001) **®. Los
calculos se normalizan con los datos del gen 18S que posee una

expresion constitutiva, no inducible.
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En este estudio se analizd la expresion de genes
hepatoespecificos en MSC cultivadas en placas de 6 pocillos antes y
después de su diferenciacion hacia hepatocitos con CDH1 o CDH2. Se
utilizé un volumen final de reaccion de 10 pl con 50 ng de ADNc y con
0.5 UM de cebador.

Tabla 3. Cebadores utilizados para determinar la expresion génica por PCR

Albumi F: 5 TGA GAA AAC GCC AGT AAG TGA C 3 80 265
umina R: 5" TGC GAA ATC ATC CAT AAC AGC 3’
a_Fetoproteina F:5 GCT TGG TGG TGG ATG AAACA 3 79 157

R:5 TCCTCTGTTATTTGTGGC TTTTG 3

, F:5 CCC GTC ACG CCC TACAGA T3 86 216
Cytoqueratina-18 | .5 Acc ACT TTG CCA TCC ACT ATC C 3

¢/EBP-a F:5 CCC GCC CGT GGT GTT ATT 3 84 271
R:5 GGT TGC GTC AGT CCC GTG TA 3’

. F:5 GAT CCC CTT GAA ATT AGA CAC G 3’ 78 163
Citocromo P450 R:5 TTG AAA TCT CTG GTG TTC TGG 3’
o F:5 AAG GTG CCT ATG ATG AAG CGT 3° 81 278
ol-antitripsina R:5" GTG ATG CCC AGT TGACCC A3’
L ro5/6 F:5 GCA GCC TTT CTT CCA CAC TC 3’ 87 146
p R:5 CTC CTG CCT TAC ACG TCC T 3°
Frizzled-3 F:5 TGG AGC CAT TCC ACC CTATG 3’ 82 206
R: 5" GAA CCT ACT GCA TTC CAT ATC 3’
c-Myc F:5 ACC ACC AGC AGC GAC TCT GAG GA 3 84 190
R:5 CGT AGT TGT GCT GAT GTG TGG AGA 3

5 GTAACCCGT TGAACCCCATT 3
5

F:
18S Ribosomal R: 5 CCA TCC AAT CGG TAG TAG CG 3 81 151
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El disefio de los oligonucledtidos se realizd mediante el
programa “Oligo 7” (Oligo®.net, Molecular Biology Insights, 1989)
utilizando la secuencia del gen ADNC, se eligié una pareja de cebadores
basandose en distintos pardmetros:

- contenido de G+C (50-60%)

- temperatura de hibridacion (57-63° C)

- tamario del cebador (18-23 pb)

- tamario del producto (100-300 pb)

- localizados entre exones diferentes

La eficiencia de las distintas parejas de oligonucledtidos fue
calculada mediante diluciones seriadas de un ADNc. La recta de
regresion lineal obtenida en los cebadores utilizados en esta tesis
doctoral tiene una pendiente aproximada a — 3,3 Log ().

Para confirmar que el producto obtenido en la PCR es resultado
especifico de los cebadores empleados, se realiz6 una electroforesis en
gel de agarosa al 1.5% (USBiological, Massachusetts, USA) en una
solucion tampdn gque contienen Tris-base, acido acético y EDTA (TAE)
1X (USBiological, Massachusetts, USA). El gel de agarosa contiene
una solucién bromuro de etidio (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri,
USA), un agente que se intercala entre los &cidos nucleicos. Cuando el
gel se expone a luz ultravioleta, el bromuro de etidio emite una luz
roja-anaranjada, lo que permite visualizar los productos de PCR.

Las condiciones de la electroforesis a las que fueron sometidas
las muestras son constantes a 75 V y 100 mA. Las muestras se
diluyeron en una solucion que contiene glicerol (Sigma-Aldrich, St

Louis, Missouri, USA) al 30% en agua con azul de bromofenol (Sigma-
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Aldrich, St Louis, Missouri, USA) que proporcionan peso a la muestra
para depositarla en el interior del pocillo, y coloracién para visualizar el
frente de avance respectivamente. Finalmente, se visualizaron las
bandas en un transiluminador (LAS-3000 Imaging System from Fuji,
Madrid, Espafa).

5. Inmunocitoquimica (1ICQ)

Esta técnica permite la deteccion de proteinas mediante la unién
antigeno-anticuerpo, y una reaccion colorimétrica proporcional a la
cantidad de antigeno detectada. Para realizar este tipo de analisis, las
MSC se sembraron en placas especialmente disefiadas para esta técnica
(Nunc, Rochester, NY, USA). Las MSC fueron diferenciadas a
hepatocitos a través de los protocolos CDH1 y CDH2. Al finalizar el
proceso de diferenciacion, se retird el medio de cultivo y se lavaron 2
veces con PBS. Antes de comenzar la tincion, se retir6 el separador de

los pocillos con una hoja de bisturi.

Protocolo de ICQ: Las MSC fueron fijadas con un 5% de &cido
acetico en etanol al 95% a 4° C durante 30 segundos. Las células se
lavaron en agua bidestilada durante 5 minutos a temperatura ambiente.
A continuacion las muestras se lavaron dos veces con PBS durante 5
minutos a temperatura ambiente. Tras el lavado las células se incubaron
10 minutos con una solucion de peréxido de hidrogeno
(DakoCytomation Glostrup, Dinamarca) para bloquear la actividad
peroxidasa endogena. Tras lavar con solucion de lavado al 1X

(DakoCytomation Glostrup, Dinamarca), las muestras se incubaron con
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el anticuerpo primario especifico que deseamos evaluar durante 1 h a
temperatura ambiente (Tabla 4). Tras otro lavado, las células se
incubaron con un polimero que contiene actividad peroxidasa HRP (del
inglés, Horseradish  peroxidase, DakoCytomation  Glostrup,
Dinamarca) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido
el tiempo de incubacion, las muestras se lavaron en las mismas
condiciones descritas anteriormente, para retirar el exceso de polimero.
Seguidamente, las celulas se trataron con el cromogeno
diaminobencidina (DAB) (DakoCytomation Glostrup, Dinamarca)
entre 5 y 10 minutos a temperatura ambiente seguin el anticuerpo. El
reactivo se prepard con una gota de DAB diluida en 1 ml de diluyente
de DAB. Al terminar, las muestras se lavaron en agua bidestilada
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Para contrastar la tincion,
las muestras se tifieron con hematoxilina de Gill (DakoCytomation
Glostrup, Dinamarca) durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente las muestras fueron deshidratados en una secuencia
ascendente de alcoholes, finalizando en un bafio de xilol y se montaron
con un medio sintético (Eukkit® mounting medium, Labolan, Navarra,
Espafia). Las imagenes digitales fueron obtenidas con un microscopio

Optico Nikon Coolscope a 20 y 40 aumentos.

(*) En el caso del marcaje con al-AT, antes de la incubacion
con el anticuerpo primario fue requerido un tratamiento previo con
proteinasa K (DakoCytomation Glostrup, Dinamarca) durante 5

minutos a temperatura ambiente.
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(**) Para la deteccion de PCNA nuclear, las células fueron
depositadas en un porta de poli-L-lisina (Polysine™, VWR
International Europe bvba, Leicestershire, UK) utilizando el cytospin
(Shandon Cytospin 4, Thermo electron corporation, Fisher Scientific,
Madrid, Espafa).

Al finalizar la diferenciacion a hepatocitos con los protocolos
CDH1 y CDH2, las células fueron tripsinizadas y, 50.000 de ellas,
fueron diluidas en 200 pl de PBS. La suspension celular se coloco en el
adaptador del cytospin junto al porta y se centrifugaron a 800 rpm

durante 3 minutos a temperatura ambiente.

Tabla 4. Anticuerpos especificos para humanos utilizados para ICQ

DakoCytomation Glostrup,

Albumina ) 1:2000 A0001
Dinamarca
) R&D Systems Inc, Minneapolis,
a-fetoproteina 10 pg/ml AF1368
USA
) ) R&D Systems Inc, Minneapolis,
Citoqueratina-19 10 pg/ml MAB3506
USA
o DakoCytomation Glostrup,
al-antitripsina (*) ) 1:800 IR505
Dinamarca

Santa Cruz Biotechnologies,
PCNA (**) o 1:75 sc-56
Santa Cruz, California, USA

6. Tincion PAS o Schiff
Para determinar la presencia de depdsitos de glucdgeno en el

interior de las MSC diferenciadas a hepatocitos, las células se tifieron
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con la tincién PAS o Schiff. Se utilizé un kit comercial de la casa
Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri, USA).

Protocolo: Las MSC se sembraron en placas de 6 pocillos y se
diferenciaron a hepatocitos con ambos protocolos, CDH1 y CDH2. Se
retir6 el medio de cultivo y se lavaron dos veces con PBS. A
continuacion, las células se fijaron con una solucion fijadora durante
1minutos a temperatura ambiente. Al finalizar, las MSC se lavaron con
agua bidestilada y se incubaron con una solucion que contiene &cido
periédico durante 5 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el
tiempo, las células se lavaron tres veces con agua bidestilada y se
tifieron con el reactivo de Schiff, durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Al terminar la incubacion, las células se lavaron de nuevo
con agua bi-destilada durante 5 minutos a temperatura ambiente y se
contratifieron con hematoxilina de Gill durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Tras lavar con abundante agua bidestilada las células se

visualizaron en el microscopio Optico y se tomaron fotos a 10X.

7. Microscopia confocal

Las MSC se sembraron en las mismas placas utilizadas para
ICQ (Seccion 5) y se diferenciaron a hepatocitos con ambos protocolos,
CDH1 y CDH2.

Protocolo: Antes de comenzar el marcaje, se retird el medio de
cultivo y las MSC se lavaron con PBS (3 veces) durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Tras el lavado, las células se fijaron y
permeabilizaron con metanol (MERCK, Madrid, Espafia). Primero en

metanol al 50% en agua fria durante 2 minutos, luego con metanol al
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100% a -20° C durante 20 minutos, y para terminar con metanol al 50%
en agua fria durante 2 minutos. Al finalizar se lavaron con abundante
volumen de PBS (3 veces) para retirar cualquier resto de metanol. A
continuacion se incubd durante 1h a temperatura ambiente con anti-f3-

catenina (Dilucion 1:50, Referencia 610153, Becton Dickinson,
Franklin Lakes, New Jersey, USA). El anticuerpo se preparé en PBS
con 1% BSA para evitar uniones inespecificas. Transcurrido el tiempo,
las células se lavaron de nuevo con PBS antes del marcaje con el
anticuerpo secundario. Se emple6 un anti-mouse IgG-FITC (Dilucion
1:500, Referencia F0232, DakoCytomation Glostrup, Dinamarca)
durante 1 h a temperatura ambiente en oscuridad. También fue diluido
en PBS con 1% de BSA. Al terminar, y manteniendo las condiciones de
oscuridad, se tifieron los ndcleos con DAPI (Invitrogen, California,
USA) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las MSC se lavaron
con PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente antes del montaje
con glicerol al 70% en agua. Los margenes del cubre se sellaron con
laca de ufias. Las muestras se guardaron en frio y en oscuridad hasta ser
observadas en el microscopio confocal LSM 5 Exciter Carl Zeiss
(Munich, Alemania). Las imagenes fueron analizadas con el Imagel
(Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)
utilizando el plugin Colocalization finder para generar una submascara

indicativa del grado de colocalizacién nuclear.
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8. Electroforesis y Western-blot

8.1 Extraccion de la fraccion citoplasmatica y nuclear

Al finalizar la diferenciacion, se retiré el medio de cultivo y se
lavaron los pocillos 2 veces con PBS. La fraccion citoplasmatica se
obtuvo con una solucion de lisis a pH 7.9 que contiene 10 mM Hepes,
10 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA,1 mM DTT, 0.5 mM
PMSF, 70 pg/ml de cocktail de inhibidores de proteasas, 0.5% Igepal
CA-630. Todos los componentes celulares de esta solucién de lisis son
de la casa comercial Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri, USA). La lisis
se produjo en frio con ayuda de un rascador. EI volumen recuperado se
centrifugd a 13000 rpm durante 3 minutos a 4° C. El sobrenadante
obtenido es la fraccion citoplasmatica. Las muestras se almacenaron a -
80° C hasta el momento de uso.

La fraccién nuclear se obtuvo tras incubar el precipitado celular
con otra solucion de lisis también a pH 7.9 que contiene 20 mM Hepes,
0.4 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF,
46 pg/ml cocktail de inhibidores de proteasas. Todos los componentes
de la solucién de lisis también son de la casa comercial Sigma-Aldrich
(St Louis, Missouri, USA). Las muestras se incubaron con la solucién
de lisis en frio durante 20 minutos agitando vigorosamente cada 5
minutos. El volumen recuperado se centrifugé a 13000 rpm durante 5
minutos a 4° C. El sobrenadante obtenido es la fraccion nuclear. Las

muestras se almacenaron a -80° C hasta el momento de uso.
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8.2 Cuantificacion de proteinas por el método Bradford

El reactivo denominado solucion de Bradford (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Munich, Alemania) interacciona con las proteinas
formando complejos colorimétricos relativamente estables con un pico
de absorbancia a 595 nm. La reaccion se llevo a cabo en placas de 96
pocillos (SPL Life Sciences Inc, Korea) y la absorbancia a 595 nm se
midié en un lector de placas. La concentracion de proteina de cada
muestra se calcul6 mediante el uso de BSA como patrén en cada
ensayo (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Alemania).

8.3 Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE

Para la realizacion del western-blot entre 20 y 50 upg de
proteinas citoplasméaticas o nucleares se diluyeron en agua hasta
alcanzar un volumen final de 20 pl y se mezclaron con una solucion
tampon de carga (Invitrogen, California, USA). Las proteinas se
desnaturalizaron calentandolas a 70° C durante 10 minutos en un
termobloque.

Las muestras se cargaron en geles del 7%, 10% o 12% de SDS-
poliacrilamida (Invitrogen, California, USA) dependiendo del peso
molecular de la proteina que se desea determinar. ElI tampon de
electroforesis fue Tris-Acético (Invitrogen, California, USA) en el caso
del gel al 7%, mientras que en el caso de los geles al 10 y 12%, el
tampon de electroforesis fue MES-SDS (Invitrogen, California, USA).
Las condiciones de electroforesis fueron constantes a 200 V' y 90 mA
(Figura 9).
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Figura 9. A: Imagen de la Cubeta de electroforesis de la casa comercial
Invitrogen (California, USA). B: Imagen del Gel de acrilamida y peine de la casa
comercial Invitrogen (California, USA)

8.4 Transferencia de proteinas a una membrana de

nitrocelulosa

Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
(Invitrogen, California, USA). Se realiz6 una transferencia semiseca
(Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Alemania). Para ello hicimos
un sandwich con papeles absorbentes Whatman (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Munich, Alemania) y entre ellos situamos la membrana de
nitrocelulosa (Invitrogen, California, USA) y el gel. Previamente, todos
estos componentes se equilibraron durante 5 minutos en un tampén que
contiene: 50 mM Tris base (USBiological, Massachusetts, USA), 0.2 M
Glicina  (USBiological, Massachusetts, USA), SDS 0.02%
(USBiological, Massachusetts, USA) y metanol 20%. La transferencia
se realiz6 durante 1 h en condiciones constantes de 25 V y 230 mA
(Figura 10).
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Para confirmar la equivalencia de carga de proteina en las
distintas muestras, al finalizar la transferencia las membranas se tifieron
con solucion rojo Ponceau al 0.1% (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri,
USA) y con un 5% de &cido acético durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se lavaron con agua hasta que la proteina

transferida fue claramente visible (Figura 11).

acrilamida
4 Membrana de

nitrocelulosa

Figura 10. A: Imagen del Transfer blot de Biorad (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Munich, Alemania) utilizado en esta tesis para realizar una transferencia
semiseca. B: Esquema del sandwich realizado con los papeles Whatmann,
membrana de nitrocelulosa y el gel de acrilamida.
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. Figura 11. Imagen representativa
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8.5 Inmunodeteccién y revelado

Una vez comprobado que la carga proteica en el blot y la
transferencia fue correcta, la membrana se lavé durante 5 minutos a
temperatura ambiente con una solucion tampon denominada TTBS a
pH 7.6 que contiene: Tris base 20 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0.2%
(v/v) (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA) en agitacion suave
para eliminar completamente los restos de rojo Ponceau.

A continuacién, para evitar uniones inespecificas del anticuerpo
primario, la membrana se bloqued con un 5% de leche (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Munich, Alemania) en TTBS a pH 7.6 durante 1 h
a temperatura ambiente con una agitacion suave. Tras el blogueo, las
membranas se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente
diluido en la solucion bloqueante durante toda la noche a 4° C también
con una agitacion suave. Al finalizar la incubacion, las membranas se
lavaron 3 veces con la solucién TTBS para luego incubarlas con un
anticuerpo secundario conjugado con HRP y diluido en TTBS con 5%
de leche. Se utilizaron anticuerpos anti-raton-HRP (Dilucién 1:5000,
Referencia sc-2005, Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz,
California, USA) o anti-conejo-HRP dependiendo del origen del
anticuerpo primario (Dilucion 1:5000, Referencia sc-2020, Santa Cruz
Biotechnologies, Santa Cruz, California, USA) durante 1 h a
temperatura ambiente en agitacion suave. La membrana se lavo de
nuevo 3 veces con TTBS.

Finalmente se revelaron empleando el sistema de deteccién
ECL Advance (Amersham Biosciences UK. Limited, Little Chalfont,

UK). La membrana se envolvié en film transparente para ser revelado
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con autorradiagrafias (GE Healthcare, Madrid, Espafia). Los liquidos de

revelado y fijacion fueron de la casa comercial Sigma-Aldrich (St
Louis, Missouri, USA).

Tabla 5. Anticuerpos especificos para humanos utilizados para western-blot

p-catenina

Cell Signaling, Boston, MA, USA

TFIIB

Cell Signaling, Boston, MA, USA

1:1000

4562

Lactato Santa Cruz Biotechnologies, Santa
o 1:200 sc-100775
deshidrogenasa Cruz, California, USA
o Novus Biologicals Littleton, ABING60488
Tropomiosina 1:500
Colorado, USA 5
Adenosil ) ) )
Novus Biologicals Littleton, ABIN38942
fosforibosil 1:500
Colorado, USA 6
transferasa
Santa Cruz Biotechnologies, Santa
Transgelina o 1:2000 sc-100960
Cruz, California, USA
] Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri,
Cathepsina B 4 pg/ml C6243
USA
Abcam, Cambridge,
Tubulina 1:10000 ab4074
UK
Santa Cruz Biotechnologies, Santa
p53 L 1:200 sc-100
Cruz, California, USA
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9. Electroforesis diferencial en gel (DIGE)

El contenido proteico de MSC indiferenciadas y diferenciadas
con los protocolos CDH1 o CDH2 se precipitd con acetona y se
solubiliz6 en un tampdn que contenia: 7 M urea, 2 M tiourea, 4%
CHAPS y 30mM Tris a pH 8. Todos los componentes del tampén de
muestra fueron de la casa comercial Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri,
USA). 50 ug de proteina se incubaron con 400 pM de CyDye DIGE
Fluor minimal dyes (GE Healthcare, Madrid, Espafia) durante 30
minutos en oscuridad y a 4° C. Las muestras se marcaron con los
fluoréforos Cy3 y Cy5, mientras que el control interno formado por una
mezcla a partes iguales de todas las muestras se incubé con Cy2. La
reaccion se detuvo afiadiendo 1 pl de una solucién 10 mM de lisina
(Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA) durante 10 minutos a 4° C.
A continuacion, las muestras se depositaron sobre tiras de gradiente
inmovilizado de pH de 24 cm desde pH 3-11 no linear (GE Healthcare,
Madrid, Espafia) y se sometieron a isoelectroenfoque (IEF) en un
equipo IPGphor™ [EF System (GE Healthcare, Madrid, Espafia) de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Al finalizar el IEF las
tiras se incubaron en el tampdn de equilibrado que contiene 50 mM
Tris-HCI, pH 8.8, 6 M urea, 30% glicerol, 2% SDS, y azul bromofenol.
Este tampon se complemento en el momento de uso con 0,5 p/v de
DTT y se incub6 durante 15 minutos. A continuacion se incubaron en
el mismo tampén pero esta vez complementado con 4,5%
yodoacetamida durante 15 minutos. Todos los componentes de este
tampon fueron de la casa comercial Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri,
USA).
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Para realizar la segunda dimension, las tiras se cargaron sobre
un gel de poliacrilamida al 12,5%. Tras la electroforesis, los geles 2D
se escanearon en el TyphoonTM Trio Imager (GE Healthcare, Madrid,
Espafia) con una resolucion de 100 um con Aex/Aem de 488/520,
532/580, y 633/670 nm para Cy2, Cy3, y Cy5 respectivamente. El tubo
fotomultiplicador se configur6 a una intensidad maxima de pixel entre
90.000 y 99.000 pixeles. El andlisis de imagen se realiz6 empleando el
software DeCyder 6.5 (GE Healthcare, Madrid, Espafia). Para cada
condicion experimental se realizaron tres experimentos independientes.
Se empled el mddulo de analisis diferencial en gel para la deteccion de
spots, la cuantificacion del volumen del spot y para la normalizacion
del volumen de cada spot en diferentes muestras en un mismo gel.
Luego, se empled el modulo de andlisis de variacion bioldgica para
marcar spots de proteinas entre geles diferentes y para identificar
aquellos spots de proteinas que mostraron diferencias significativas
entre las distintas situaciones experimentales. La expresion diferencial
proteica se considerd para el analisis MS cuando los cambios fueron
mayores de 1.2 veces y el valor-p tras un T test inferior al 0.05.

La electroforesis de los geles preparativos (350 ug de proteina)
se realizé siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente.
Las proteinas se visualizaron con la tincion SYPRO Ruby (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Munich, Germany) y las imagenes se adquirieron
con TyphoonTM Trio Imager empleando una Aex/Aem de 532/560 nm.
Los spots con expresion diferencialmente representativa se escindieron
manualmente y se procesaron con MassPrep station (Waters, Milford,
Massachusetts, USA). La digestion en gel se realizo con 12.5 ng/ul de
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tripsina en 50 mM de bicarbonato amonico (Sigma-Aldrich, St
Louis, Missouri, USA) durante 12 h a 37° C. Los péptidos resultantes
obtenidos se extrajeron con 5% de &cido férmico (MERCK, Madrid,
Espafia) y 50% de acetonitrilo (MERCK, Madrid, Espafia), y las

muestras se concentraron en una bomba de vacio antes del analisis MS.

Cy2 Cy3 Cy5S

Mezcla de los extractos proteicos
| marcados

Electroforesis
2D-PAGE

Imagen gel

Cy2 Cy3 4

Cuanticiacion Analisis de las
s imagenes
superpuestas
Figura 12. Esquema de una electroforesis diferencial en gel (DIGE). Esquema
modificado desde http://www.med.uc.edu/proteomics/dige.htm

9.1 Identificacion de las proteinas mediante analisis LC-ESI-

MS/MS

El analisis ESI-MS/MS se llevd a cabo en la Unidad de
Protedmica del CIMA, Universidad de Navarra. Se utilizaron

microcapilares de fase reversa en el sistema CapLCTM (Waters,
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Milford, Massachusetts, USA). La separacién de los fragmentos
tripticos se realizd con una columna capilar de silice fundida Atlantis,
C18, 3 pm, 75 pm x 10 cm Nano Ease™ (Waters, Milford,
Massachusetts, USA) equilibrada en 5% de acetonitrilo y 0.2% de
acido formico. Después de inyectar la muestra, la columna se lavo
durante 5 minutos con el mismo tampon y los péptidos se eluyeron
usando un gradiente lineal de 5-50% de acetonitrilo en 30 minutos con
un incremento constante de flujo de 0.2 ul / minuto. La columna se
acopl6 a un espectrémetro de masas Q-TOF Micro (Waters, Milford,
Massachusetts, USA) usando una fuente de ionizacion nanospray
PicoTip (Waters, Milford, Massachusetts, USA). La temperatura del
capilar fue de 80° C y el voltaje fue de 1.8-2.2 kV. Los datos de
MS/MS se recogieron de modo automético, y los tres iones mas
intensos se fragmentaron secuencialmente por disociacion inducida por
colisién usando una anchura de aislamiento de 2.5 y una energia de
colision relativa del 35%. El procesamiento de los datos se realizé con
MassLynx 4 y ProteinLynx Global Server 2 (Waters, Milford,
Massachusetts, USA).

10. Ensayo para la formacion de Esferas

Al finalizar el proceso de diferenciacion de las MSC con CDH1
0 CDH2, las células fueron tripsinizadas siguiendo el mismo protocolo
descrito en el apartado 1.1.2.1 de esta tesis doctoral. Las células
obtenidas fueron cultivadas a una densidad de 5 x 10* células / ml en
placas de 6 pocillos de baja adherencia (SPL life sciences, Korea) con
el medio de cultivo DMEM:H12 (Dulbecco’s modificate essential
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medium:Hank’s 12, PAA laboratories, GMBH, USA) sin glutamina ni
antibioticos ni suero pero suplementado con 20 ng/ml de EGF, 10
ng/ml de FGF-b, B27 1X (Invitrogen, California, USA) e insulina 100
Ul (Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca). A los dos dias de cultivo se
afiadio 1 ml mas de medio suplementado en el pocillo, y a los 4 dias se
visualizaron esferas al microscopio optico.

Para llevar a cabo un recuento celular, todo el volumen se
recogié en un tubo coénico y se centrifugd a 2000 rpm durante 10
minutos a 4° C. Las esferas se disgregaron con tripsina-EDTA a 37° C
durante 2 minutos. Se realiz6 un recuento celular en la cdmara de
Neubauer con azul tripan siguiendo el mismo protocolo seguido en el
apartado 1.1.2.2 de esta tesis doctoral. Estas células volvieron a ser
sembradas en las mismas condiciones pero en placas de 96 pocillos
(SPL life sciences, Korea) para originar esferas secundarias. En este
caso las células se sembraron en una dilucion clonal de célula / pl. A
los 2 dias de cultivo se le afiadié medio fresco al cultivo, y a los 4 dias
se realiz6 un recuento del nimero de esferas en un microscopio éptico.

Una imagen 3D de estas esferas se obtuvo por microscopia
confocal. Para ello, recogimos las esferas secundarias en un tubo
eppendorf y se centrifugaron a 2000 rpm durante 10 minutos a 4° C.
Tras decantar el sobrenadante tefiimos las células con DAPI durante 5
minutos en oscuridad. Lavamos las esferas con 500 ul de PBS, vy las
centrifugamos de nuevo.

Para la reconstruccion 3D, se recogieron una serie de imagenes
de confocal a través de las esferas con un tamafio de paso de 0.488 pum
entre el plano optico adyacente, comprendiendo ambos polos de la
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esfera (Z Project). La animacion 3D se consiguié con el programa

ImageJ.

11. Anélisis del Ciclo celular

El ciclo celular es un proceso muy ordenado que conduce al
crecimiento celular y a la division en dos células hijas. Se compone de
cuatro fases: G1, S, G2 y M. La primera etapa G1 (intervalo 1) es una
fase de crecimiento con sintesis de proteinas y ARN. La fase S, es la
segunda etapa y en ella se replica el ADN. A continuacion las células
comienzan otra etapa de crecimiento G2 para finalizar en la fase M o de
division celular que incluye la mitosis y la citocinesis (Figura 13).

Protocolo: Aproximadamente, 1 x 10° de MSC indiferenciadas
y diferenciadas con ambos protocolos: CDH1 o CDH2, se tripsinizaron
y se fijaron con etanol frio al 70% durante toda la noche. Al terminar,
las células se centrifugaron a 1800 rpm durante 5 minutos a 4° C.
Decantamos el sobrenadante y el precipitado celular se lavé 2 veces
con solucion de Hank’s al 1X (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri,
USA). Se centrifugaron en las mismas condiciones anteriormente
citadas. A continuacion, las células se rompieron con una solucion de
extraccion de ADN que contiene acido citrico 0.1 M (Sigma-Aldrich,
St Louis, Missouri, USA) y fosfato disodico 0.2 M a pH 7.8 (Sigma-
Aldrich, St Louis, Missouri, USA) durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Al finalizar, las células se centrifugaron de nuevo a 1800 rpm
durante 5 minutos a 4° C, y el precipitado celular se resuspendi6 en 100
pl de una solucion gque contiene 50 pg/ml de ARNasa (Sigma-Aldrich,
St Louis, Missouri, USA), 0.1% de triton-X-100 (Sigma-Aldrich, St
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Louis, Missouri, USA) y 0.1 M de EDTA en PBS. Las células se
incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

Finalmente, se resuspendieron en 1 ml de PBS y se adquirieron
a baja velocidad en el citometro de flujo. El analisis de ciclo celular se
realizd con el programa FlowJo basado en el algoritmo matematico de
Watson (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA).

L

1200
1

G1/GO

Number
W /i A G

G2/M

0 S0 108

0 150
Channels

Figura 13. A: Fases del ciclo celular. B; Analisis del ciclo celular por citometria
de flujo (B). GO: quiescencia, G1: intervalo 1, S: sintesis ADN, G2: intervalo G2 y
M: Mitosis.

12. Analisis estadistico

Los datos se expresan como media + error estandar. La
diferencia entre las medias de dos grupos diferentes se evaluaron por un
analisis con un test t-Student para muestras independientes y los valor p
< 0.05 se consideraron significativos. Los datos se analizaron con el

software SPSS.11
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BLOQUE 2: Papel de la movilizacién de células madre de médula

Osea en pacientes con patologias hepéticas

13. Pacientes sometidos a una hepatectomia parcial: Criterios de
inclusion

El estudio se realizé en 33 pacientes derivados de la Unidad de
Cirugia Hepatobiliar del Hospital Universitario Reina Sofia de Cérdoba
sometidos a una HP. El protocolo del estudio fue aprobado por el
comité ético de dicho hospital cumpliendo los principios expuestos en
la Declaracion de Helsinki de 1975. Los pacientes se escogieron en
estricto orden de ingreso durante el periodo de desarrollo de la
investigacion y firmaron un consentimiento informado para participar
en el estudio.

El informe quirdrgico y clinico de los pacientes
hepatectomizados fue proporcionado por la Unidad de Cirugia
Hepatobiliar del Hospital Universitario Reina Sofia de Coérdoba. La
tabla 6 recoge un resumen de las caracteristicas clinicas de estos
pacientes. Se seleccionaron indistintamente hombres y mujeres con un
promedio de edad de 58,6 afios (13 + 77). La mayoria padecian un
proceso tumoral primario, como HCC (21,2 %), colangiocarcinoma
(15,1 %), cancer de vesicula (9,1 %), o un tumor secundario con
metastasis en higado (27,3 %). También se incluyeron en el estudio
pacientes que sufrian un proceso tumoral benigno (12,1 %) y otro tipo

de lesiones con funcionalidad hepéatica comprometida (15,1 %).
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas de los pacientes sometidos a hepatectomia
parcial incluidos en el estudio.

N Sexo Edad
Tumores Primarios
HCC 7 Mujer 63
Hombre 71
Hombre 61
Hombre 57
Mujer 58
Hombre 63
Hombre 74
CHOL 5 Hombre 72
Hombre 57
Hombre 76
Hombre 71
Mujer 50
Cancer de vesicula 3 Mujer 72
Mujer 66
Mujer 77
Tumores Secundarios
Mtx 9 Mujer 66
Hombre 70
Mujer 63
Mujer 48
Mujer 69
Mujer 60
Hombre 40
Mujer 41
Mujer 28
Tumores Benignos
FNH 2 Hombre 27
Mujer 76
Adenoma 1 Mujer 13
Hemangioma 1 Mujer 56
Lesiones no tumorales
Abceso Hidatidico 3 Hombre 76
Mujer 46
Hombre 43
Caroli 1 Hombre 65
Hematoma 1 Hombre 52
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13.1 Hepatectomia parcial
La HP fue realizada siguiendo los principios de la segmentacion
hepatica descrita por Couinaud: I-11-111-1V-V-VI-VII-VIII (Figura 14).

Figura 14. Esquema de los segmentos que componen el higado en base a la
segmentacion hepatica descrita por Couinaud.

En funcion del alcance de la lesion hepatica de cada paciente, la
reseccion puede ser menor (< 3 segmentos), 0 mayor (> 3 segmentos).
La HP también se clasifica en izquierda (II-111) o derecha (resto), en
funcion del segmento resecado. En porcentaje, la HP izquierda
constituye aproximadamente un 25-30% de la masa hepatica total
mientras que la HP derecha constituye aproximadamente el 60-70%.

Protocolo: los pacientes se colocaron en la posicién decubito
supino. La incision en la piel y tejido subcutaneo se realizé con un
bisturi eléctrico. La pared abdominal se mantiene abierta con el
separador Rochard, envuelto en sus extremos con dos compresas
empapadas en povidona iodada para proteger los bordes. A
continuacion se liga y secciona el pediculo o hilio hepatico, y sus
elementos: conducto cistico, arteria cistica, arteria hepéatica y vena

porta. El corte sobre el tejido se realizd con TissueLink (TissueLink
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Medical Inc, Dover, NH, USA), clips y un electrocauterizador. Se
termina con la diseccion y clampaje de la vena cava suprahepatica e
infrahepatica. Los vasos de mas de 2 mm de diametro se ligan con hilos
de seda de 4/5-0. Durante la cirugia, se realiza una reposicion
sistematica de liquidos y sangre si es necesario, ya que el
mantenimiento hemodinamico es fundamental. También se realiza un
analisis bioquimico continuado para corregir el equilibrio acido-base, y
se mantiene la temperatura corporal del paciente alrededor de los 37° C.

Para evitar una insuficiencia hepética postoperatoria, en el caso
de lesiones tumorales se debe conservar al menos un 30% de la masa
original del higado. Hay que respetar el margen de seguridad de 1 cm
alrededor de la lesion para evitar el riesgo de recidiva, asi como los
pediculos de los segmentos restantes evitando asi dejar un sector mal

vascularizado, fuente de isquemia y necrosis.

13.2 Recogida de muestras

Se recogieron muestras de sangre de los pacientes antes de ser
sometidos a la HP (0 h) y tras 72 h de la intervencion quirdrgica. La
sangre obtenida se afiadié a tubos de recoleccion que separan suero
(SST Vacutainer™, Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey,
USA) vy plasma (EDTA Vacutainer™, Becton Dickinson, Franklin
Lakes, New Jersey, USA). Para obtener el suero, las muestras se
centrifugan a 3500 rpm durante 5 minutos a 4° C mientras que para
obtener el plasma, fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos
a 4° C. Se realizaron alicuotas y se almacenaron a -20° C para futuras

mediciones.
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Durante la intervencion también se recogieron biopsias de tejido
que se limpiaron de adherencias y coadgulos sanguineos con gasas
estériles y suero fisiologico. El tejido se cortd con un bisturi en finas
ld&minas y se introdujo en paraformaldehido al 4% (MERCK, Madrid,
Espafia) a temperatura ambiente para realizar estudios histoldgicos.

14. Citometria de flujo en sangre periférica

La presencia de marcadores especificos de células madre en
sangre periférica de pacientes sometidos a HP fueron analizados por
citometria de flujo en 3 poblaciones celulares: linfocitos (R1),
monocitos (R2) y granulocitos (R3) antes (0 h) y 72 h después de la

reseccion hepética (Figura 15)

SSC-Height

FSC-Height

Figura 15. Diagrama del FSC y SSC de una muestra de sangre periférica.

R1:linfocitos, R2:monacitos y R3:granulocitos.
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Protocolo de marcaje: 100 pl de sangre total se marcaron con
diferentes anticuerpos monoclonales para determinar el inmunofenotipo
que presentan en superficie con una citometria convencional de dos
colores: FITC y PE. Los anticuerpos utilizados se recogen en la tabla 2
del blogue 1 de experimentos de esta tesis doctoral. El ensayo se realizd
en tubos de citometria adecuados para FACSCalibur (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA).

La muestra se incub6 con 10 pl del anticuerpo monoclonal
durante 10 minutos a 4° C en oscuridad. Transcurrido el tiempo de
marcaje con los anticuerpos, la muestra se incubd con 1 ml de tampo6n
de lisis de eritrocitos (Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey,
USA) durante 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. El
tampon de lisis se diluyd previamente 1:10 en agua bidestilada.
Después se afiadi6 3 ml de suero fisiolégico, y las muestras se
centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos a 4° C. Descartamos el
sobrenadante y el precipitado celular se lavd de nuevo con suero
fisioldgico en las mismas condiciones de centrifugacion. Finalmente
descartamos el sobrenadante, y el precipitado se resuspendi6é en 500 pul
de suero fisioldgico.

Para este ensayo se adquirieron 5 x 10* células en las tres
poblaciones celulares y se analizaron siguiendo el mismo
procedimiento que se empled para analizar el inmunofenotipo de las
MSC en el apartado 3.1 del bloque 1 de experimentos de esta tesis

doctoral.
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15. Estudio histolégico

15.1 Toma de muestras y fijacion del tejido

Las biopsias hepaticas de los pacientes sometidos a una HP se
tomaron a 0 h y se lavaron con suero fisioldgico para retirar los restos
sanguineos, y a continuacion se fijaron con paraformaldehido al 4%
para conservar la arquitectura y composicion tisular lo mas préxima

posible a como se encontraba en el organismo vivo.

15.2 Inclusion en parafina

En primer lugar, los tejidos se colocaron en unos cassettes y se
deshidrataron en un sistema automatico de preparacion de muestras
histolégicas (Leyca TP1020, Microsystems GmbH, Wetzlar,
Alemania). La deshidratacion consistié en bafios de aproximadamente 1
hora a temperatura ambiente en paraformaldehido al 4%, siguiendo una
serie ascendente de alcoholes: 70%, 80%, 95% (2 bafios) hasta 100% (3
bafios) y finalmente en xilol (2 bafios). A continuacion, las muestras
fueron incluidas en parafina liquida (2 bafios). Todos los reactivos
utilizados en este procesador fueron de la casa comercial MERCK
(Madrid, Espafa). Al terminar la secuencia, los tejidos se traspasaron a
unos moldes de plastico que se rellenaron de parafina liquida mediante
un dispensador Leyca EG1120 (Leyca, Microsystems GmbH, Wetzlar,
Alemania). Este molde se solidificd en una placa fria. Finalmente, los
bloques se conservaron a -20° C durante al menos 24 h antes de

comenzar a realizar los cortes.
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16.3 Corte histoldgico

Se realizaron en un Microtomo RM2255 (Leyca, Microsystems
GmbH, Wetzlar, Alemania). Primero se debasto el blogue a 20 um, y
una vez llegado al tejido se realizaron secciones con un grosor de 4 pm.
Los cortes se colocaron en un bafio de agua a 37° C, y se recogieron
con un portaobjetos de vidrio recubierto con poli-L-lisina.

Posteriormente, se secaron en una estufa a 37° C durante toda la noche.

16.4 Inmunohistoquimica (IHQ) en biopsias hepaticas

La IHQ es un estudio histopatologico que se basa en la
utilizacion de un anticuerpo que se une especificamente a un antigeno
presente en una muestra de tejido incluida en parafina. Este anticuerpo
se une a su vez, a un complejo enzimético que es capaz de transformar
un sustrato en un compuesto visible sin afectar a la interaccion

antigeno-anticuerpo.

Tabla 7. Anticuerpos primarios especificos para humanos utilizados en IHQ en
este bloque

SDF-1 eBioscience Ltd, London, UK 5 ug/ml 14-7992
CXCR-4 eBioscience Ltd, London, UK 10 pg/ml 14-6009
DakoCytomation Glostrup, Dilucién

CD34 . IR632

Dinamarca 1:100
) DakoCytomation Glostrup,

Ki67 . 10 pg/ml IR626

Dinamarca

OV-6 R&D Systems, Wiesbaden, Alemania 10 pg/ml MAB2020
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Protocolo: Los cortes histologicos se desparafinaron
introduciéndolos en un bafio de xilol durante 15 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion, se rehidrataron siguiendo con una secuencia
descendente de alcoholes en bafios de 5 minutos a temperatura
ambiente: 100% (2 bafios)-95%-80%-70%-H,0. No obstante, los
antigenos proteicos se pueden encontrar enmascarados. Para
exponerlos, las muestras se trataron con una solucion tampdn citrato 1X
(ChemMate™ Target Retrieval Solution pH 6, DakoCytomation
Glostrup, Dinamarca). EI tampon se llevo a ebullicion y las muestras se
incubaron durante 3 minutos a maxima ebullicion. Luego se dejaron en
reposo durante 20 minutos en este tampon citrato. A continuacién se
lavaron con una solucién de tampon 1X (DakoCytomation Glostrup,
Dinamarca) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Tras el lavado
las muestras se introdujeron en el inmunotefiidor DakoCytomation
Autostainer Universal Staining System (Glostrup, Dinamarca) donde
continud el protocolo de manera automatizada. El procedimiento para
IHQ es igual al descrito para ICQ en el apartado 5 del bloque 1 de
experimentos de esta tesis doctoral.

Las imagenes digitales fueron obtenidas con un microscopio
optico Nikon Coolscope a 5, 10 y 20 aumentos, y analizadas con el

programa ImageJ.

16. Determinacion de proteinas séricas por ensayo tipo ELISA
A través de ELISA (acronimo del inglés Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) se determinaron antes (0 h) y 72 h después de la

HP los niveles de citoquinas relacionados con la movilizacion de las
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BM-SC hacia la sangre periférica (SCF y SDF-1), interleuquinas y
citoquinas que intervienen en la regeneracion hepatica (HGF, IL-12 y
TGF-B), y proteasas encargadas de la degradacion de la matriz
extracelular (MMP-2) para estudiar la evolucion de los mismos en el
tiempo.

Protocolo: Los kits de ELISA se caracterizan por emplear una
microplaca recubierta con un anticuerpo que reconoce especificamente
a una proteina problema. Muestras de suero o plasma, segun indique el
manual de instrucciones, se depositaron sobre los pocillos de esta placa.
A continuacion, se incuban con un anticuerpo policlonal unido a
moléculas de biotina que reconoce a la proteina problema. Al terminar
la incubacion, se afiadié estreptavidina conjugada a HRP, que en
presencia de un sustrato con actividad peroxidasa, provoca cambios de
color en las muestras. La reaccion enzimética se detuvo con una
solucion de parada, que normalmente contiene acido sulfurico.
Finalmente, se midié la absorbancia en un lector de microplacas

(TECAN, Salzburg, Austria) a la longitud de onda que indique el Kit.

Tabla 8. La siguiente tabla recoge los ELISA utilizados en esta tesis

SCF R&D Systems, Wiesbaden, Alemania DCKO00
SDF-1 R&D Systems, Wiesbaden, Alemania DSA00

HGF Biosource International, CA, USA MBS939404

IL-12 BenderMedsystems, Vienna, Austria ABIN365212
TGF-p BenderMedsystems, Vienna, Austria ABIN414922
MMP-2 R&D Systems, Wiesbaden, Alemania DMP2F0
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17. Anélisis estadistico

Los resultados se expresaron como media + error estandar. Los
datos se analizaron con el test Wilcoxon’s, prueba no paramétrica que
permite comparar la media de dos muestras relacionadas y determinar

si existen diferencias entre ellas.
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BLOQUE 3: Terapia celular en un modelo experimental de dafio

hepatico agudo

18. Modelo experimental de dafio hepéatico agudo

Se utilizaron ratas Wistar hembra de 200-250 gr de peso,
alimentadas con pienso (Purina ®, Barcelona, Espafia) y agua ad
libitum, mantenidas en jaulas individuales bajo condiciones de
temperatura y de humedad controladas, y con ciclos de 12h
luz/oscuridad. La intervencion quirdrgica en los animales y los demés
tratamientos experimentales se realizaron en las instalaciones
acreditadas para tal fin en el animalario del IMIBIC. Los
procedimientos experimentales en los animales cumplieron con la
Directiva 2010/63/EU del Parlamento Europeo, y con los protocolos de

cuidado y uso de experimentacion del IMIBIC.

El dafio hepético fue inducido con una inyeccion intraperitoneal
de 400 mg/kg de tioacetamida (TAA) (Sigma-Aldrich, St Louis,
Missouri, USA), un toxico hepatoespecifico. A las 18 h de recibir el
tratamiento, ya era visible el dafio hepatico siendo maximo a las 48 h.
Estos datos seran comentados mas ampliamente en la seccion 1V de
resultados de esta tesis doctoral. En base a esto, los animales fueron
infundidos una infusion intraportal de MSC o del lisado (LIS) de éstas
a las 18 h de recibir el tratamiento con TAA con el fin de restaurar o
acelerar la recuperacion de la funcionalidad en el higado. El sacrificio

fue realizado a las 48 h de la inyeccion de TAA (Figura 16).
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Los animales fueron asignados en los distintos grupos de
trabajo:

1) SO (del inglés, Sham Operation): animales sin tratamiento

2) TAA: animales que recibieron una inyeccion intraperitoneal

de TAA junto a una infusion intraportal de 300 pl de suero

fisioldgico

3) grupo TAA+MSC: animales que a las 18 h del tratamiento

con TAA recibieron una infusién intraportal de 3 x 10° de MSC

diluidas en 300 pl de suero fisioldgico

4) grupo TAA+LIS: igual que el grupo 3, pero los animales

recibieron una infusién intraportal del lisado de 3 x 10° de MSC

diluidas también en 300 pl de suero fisioldgico.
MSC LIS

0d 18h 48 h
TAA 1 | |

Figura 16. Diagrama del disefio experimental utilizado en este estudio. TAA:
tioacetamida, MSC: células madre mesenquimales, LIS: lisado de MSC.

Las MSC se aislaron desde la cresta iliaca de donantes humanos
sanos siguiendo el mismo procedimiento empleado en apartado 1.1.2
del bloque 1 de experimentos de esta tesis doctoral. Las MSC se
encontraban en pase 4. El lisado de las MSC (LIS) se obtuvo tras la
sonicacion de las MSC diluidas en suero fisioldgico. Las células se
sometieron a 3 pulsos de 1 minuto con intensidad media y descansos en

hielo de 30 segundos. La solucién obtenida se centrifug6é a 13000 rpm
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durante 5 minutos a 4° C. El sobrenadante obtenido es el lisado de las
MSC. Al finalizar se comprobo en la camara de Neubauer con azul

tripan gue no quedaban MSC ni vivas ni enteras.

18.1 Procedimiento quirargico

Los animales se sometieron a la intervencion quirurgica bajo
anestesia  inhalatoria con sevofluorano (Sevorane®, Abbott
Laboratories S.A., Madrid Espafia). El anestésico se va liberando por
medio de un vaporizador al 3% y estd conectado a una bomba de
oxigeno que lo vehiculiza. Tras la sedacion, se rasur6 el abdomen del
animal y se afiadio una solucion de povidona iodada desinfectante antes
de comenzar la intervencion. El procedimiento para la inyeccion
intraportal de suero fisioldgico, MSC o su lisado (LIS) se inici6 bajo
condiciones de esterilidad, con una incision en la linea media ventral,
exponiendo la vena porta. Los tratamientos se inyectaron con una aguja
de insulina de 29G. Al finalizar, se presiond ligeramente con un
bastoncillo de algoddn, al objeto de favorecer la coagulacion y evitar el
sangrado del animal. El cierre abdominal se realizO mediante una
ligadura de seda de tipo 3/0 y con grapas. Tras la intervencion
quirargica los animales fueron tratados con el analgésico fentanilo

(Kern Pharma S.L., Barcelona, Espafia).

18.2 Recogida de muestras en animales
Los animales se sacrificaron a las 48 h de la inyeccion de TAA.
La exanguinacion se realizd mediante puncion y extraccion de sangre

de la aorta abdominal. La sangre se deposito en tubos de recogida de
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suero y plasma. Las muestras se obtuvieron siguiendo los mismos
protocolos que se emplearon en la seccion 14.2 del blogue 2 de
experimentos de esta tesis doctoral. A continuacion, el tejido hepético
se perfundio6 in situ con suero fisiolégico a 4° C a través de la aorta
abdominal para eliminar los restos de sangre. Posteriormente el higado
se libero, y se troced con una hoja de bisturi en distintas secciones que
se congelaron en criotubos para estudios génicos y proteicos. Los
criotubos se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido y se
guardaron a -80° C. También se cortaron otras muestras de higado en
finas laminas que se almacenaron en paraformaldehido al 4%,
conservando asi la arquitectura y composicion tisular lo mas proxima
posible a como se encontraba en el organismo vivo para realizar

estudios histoldgicos.

19. Estudio histolégico

El andlisis para IHQ se llevd a cabo siguiendo el mismo
protocolo empleado en las biopsias de los pacientes hepatectomizados,
en la seccion 16 del bloque 2 de experimentos de esta tesis doctoral.

Los anticuerpos utilizados en esta ocasion se presentan en la tabla 8.

Tabla 8. Lista de anticuerios iara IHQ utilizados en este bloiue

anti-rata Cell Signaling, Boston,
) 1:200 9562
p-catenina Massachusetts, USA
anti-rata Santa Cruz Biotechnologies, Santa
1:75 sc-56

PCNA Cruz, California, USA

anti-humano | Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri,

25ug/mi HPAO003733
CD90 USA
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19.1 Tincion Hematoxilina-Eosina

Esta tincidn colorea los nucleos celulares con la hematoxilina, y
el citoplasma con la eosina. En primer lugar se eliminé la parafina de
los portas tras una incubacién en xilol durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Luego se hidrataron en una secuencia
descendente de alcoholes: 100% (2 bafios), 95%, 70%, agua
bidestilada, de 5 minutos cada uno a temperatura ambiente.

Las muestras se incubaron durante 20 minutos en Hematoxilina
de Harris (MERCK, Madrid, Espafia) a temperatura ambiente. Se
lavaron en abundante agua del gripo durante 5 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion se introdujeron 1 segundo en HCI 1 M, y se
dejaron 1 minuto en una solucién Azuleante (MERCK, Madrid,
Espafia) a temperatura ambiente. Después se volvieron a lavar con agua
del grifo durante 5 minutos y se tifieron con Eosina (MERCK, Madrid,
Espafia) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el
tiempo se lavaron de nuevo con agua del grifo durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, las muestras se deshidrataron,
siguiendo una secuencia ascendente de alcoholes. Las muestras
acabaron en xilol (2 bafios) hasta su montaje afiadiendo unas gotas de
medio de montaje Eukkit® sobre el corte y colocando encima un cubre
hasta quedar bien sellado.

19.2 Tincion tricromico de Masson

Esta técnica permite la coloracion de fibras colagenas y
elasticas, siendo adecuada para la deteccion de fibrosis hepética y
necrosis de los conductos biliares observandose tres colores distintos:

1) azul, tejido conjuntivo, 2) rojo, tejido muscular, 3) lila, nucleo
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celular. En primer lugar, las muestras se desparafinaron e hidrataron
como en el apartado anterior (19.1) para la tincion de hematoxilina-
eosina. A continuacion, las muestras se tifieron con una solucion de
Hematoxilina férrica de Weigert (Sharlau Chemie, Sharlab S.L.,
Barcelona, Espafia) durante 10 minutos a temperatura ambiente y se
lavaron durante 5 minutos con agua del grifo. Luego se tifieron con una
solucion de Fucsina acida 0.5% (Sharlau Chemie, Sharlab S.L.,
Barcelona, Espafia) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras la
incubacidn, las muestras se lavaron con agua del grifo durante 5
minutos. A continuacién, los portas se trataron con una serie de
soluciones acidas durante 5 minutos cada una a temperatura ambiente;
el orden fue el siguiente: &cido fosfomolibdico al 1% (Alfa Aesar, A
Johnson Matthey Company, USA), azul de anilina (Sharlau Chemie,
Sharlab S.L., Barcelona, Espafia), acido acético al 1% en agua, y
alcohol acético (acido acético al 1% en alcohol absoluto). Finalmente
se llevo a cabo una deshidratacion con un bafio ascendente de alcoholes
y se montaron las muestras con el medio sintético Eukkit®.

20. Bioguimica sérica

Las muestras de suero recogidas de los animales incluidos en
este modelo experimental, se analizaron en el servicio de Analisis
Clinicos del Hospital Universitario Reina Sofia de Cdrdoba donde se
determinaron los niveles de Aspartato aminotransferasa (AST), Alanina
transaminasa (ALT), Bilirrubina (BIL) y Fosfatasa alcalina (ALP) por
técnicas espectrofotometria utilizando kits comerciales (Biosystems

S.A., Barcelona, Espafia).
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21. Analisis de expresion génica por RT-PCR de tejido hepético

Se recogid en un tubo eppendorf 0.1 gr de higado de cada uno
de los animales de nuestro modelo experimental con 1 ml de Trizol. Se
disgregé manualmente con ayuda de un micropistilo. Se siguié el
mismo procedimiento empleado con las MSC en la seccion 4 del
bloque 1 de experimentos: extraccion de ARN, tratamiento con DNAsa,
retrotranscripcion a ADNc y PCR a tiempo real para determinar la
expresion del gen ciclina D1 vs. 18S. La tabla 8 muestra la secuencia
génica del cebador utilizado para Ciclina D1, asi como la Tm y el
tamanio en pares de bases del producto obtenido. Las caracteristicas del
cebador 18S estan recogidas en la tabla 3 del bloque 1 de experimentos

de esta tesis doctoral.

Tabla 9. Cebadores de Ciclina D1 utilizado para determinar la expresion génica
por PCR

- 5 GCACAACGCACTTTCTTTCC 3 " 157
Ciclina D1 5 TCTTCCTCCACTTCCCCTTC 3

22. Ensayo de muerte celular por Apoptosis

La apoptosis se determind con un kit de ELISA tipo sandwich
de deteccién de muerte celular (Roche Diagnostic, Barcelona, Espafia)
por el que se determina la cantidad de histonas citoplasmaticas
asociadas a fragmentos de ADN (mono/oligonucleosomas) en los
lisados celulares. Un anticuerpo-anti-histona marcado con biotina
captura los nucleosomas en la placa recubierta de estreptavidina, y son
detectados con el anticuerpo anti-ADN-POD marcado con peroxidada.
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Protocolo: Los lisados celulares de tejido hepatico se
obtuvieron con un tampon que contenia 20 mM Tris a pH 7.6, 150 mM
CINa, ImM EDTA, 1% IGEPAL, 1 mM PMSF, 70 pg/ml de cocktail
de inhibidores de proteasas, 10 pl/ml de un cocktail inhibidor de
fosfatasa 2 (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA) y 10 pl/ml de un
cocktail inhibidor de fosfatasa 3 (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri,
USA). Aproximadamente 50 mg de tejido hepatico se lisé con 250 pl
de tampdn de lisis. Las muestras se incubaron durante 15 minutos en
frio. Al finalizar se agitaron vigorosamente y se centrifugaron a 13000
rpm durante 5 minutos a 4° C. EIl sobrenadante contenia la fraccion
proteica total del conjunto de células. Se guardd a -80° C hasta el
momento de Ssu uso.

Se incub6 20 pl de la suspension proteica celular en agitacion
durante 2 h en unas microplacas revestidas con estreptavidina.
Seguidamente, se les afiadio 80 ul de inmunoreactivo compuesto por
los dos anticuerpos. Los pocillos de las microplacas se lavaron 3 veces
con 300 pl de tampoén de lavado 1X. Al terminar, se incubaron en
agitacion lenta durante 3 minutos con 100 pl de sustrato ABTS. A
continuacion se midid la absorbancia en un lector de microplacas a una
longitud de onda de 405 nm. EI nivel de muerte celular se determind
como DO / mg de tejido.

23. Western-blot de tejido hepético
Se analizé la presencia de determinadas proteinas por western-
blot en un extracto de proteinas intracelulares que contenia tanto la

fraccion citoplasmaticas como las nucleares con el mismo tampon de
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lisis empleado en el apartado 5 del bloque de este bloque de
experimentos. Para ello, 0.1 g de tejido se depositd en un tubo
eppendorf con 500 pl del tampdn de lisis. El tejido se trituré con ayuda
de un micropistilo en frio y se centrifugd a 13000 rpm durante 5
minutos a 4° C. El sobrenadante contenia la fraccion proteica total del
tejido.

El protocolo de western-blot es similiar al utilizado con las
MSC en la seccion 8 del bloque 1 de experimentos de esta tesis
doctoral. La uUnica diferencia es que para la deteccion de proteinas
fosforiladas es necesario blogquear e incubar el anticuerpo primario y
secundario con un 5% de BSA en lugar de leche.

Tabla 10. Lista de anticuerpos especificos de rata para western-blot utilizados en
este bloque de experimentos

Santa Cruz Biotechnologies,
NFkB o 1:500 sc-372
Santa Cruz, California, USA

Santa Cruz Biotechnologies,
IkB-a o 1:500 sc-203
Santa Cruz, California, USA

Cell Signaling, Boston,
Akt 1:1000 9272
Massachusetts, USA

Cell Signaling, Boston,
Akt-fosforilado 1:2000 9271
Massachusetts, USA

24. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica
humana
Las MNC se aislaron de la sangre periférica de donantes sanos

voluntarios con un gradiente de densidad de ficoll. El protocolo es igual
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al utilizado en el apartado 1.1 del bloque 1 de experimentos de esta
tesis doctoral. Las MNC obtenidas se diluyeron a una concentracion de
3 x 10° de células en 300 pl de suero fisiolégico. Esta poblacion
también se infundio via portal en ratas 18 h después de que recibieran
una inyeccion intraperitoneal de TAA siguiendo el mismo
procedimiento que el empleado con la seccién 19 de este blogue de

experimentos.

25. Estudio de la potencialidad de las células madre mesenquimales
infundidas
25.1 Diferenciacion de células madre mesenquimales
infundidas a osteoblastos

Las MSC humanas fueron cultivadas en placas de 6 pocillos con
a-MEM al 10% y 1 ng/ml de FGF-b siguiendo el mismo prodecimiento
empleado en la seccion 2 del bloque 1 de experimentos de esta tesis
doctoral hasta que alcanzaron una confluencia completa en el pocillo. A
continuacion se procedi6 a comenzar la diferenciacion hacia
osteoblastos. Para ello, las MSC fueron cultivadas durante 21 dias con
a-MEM al 10% en presencia de 1 uM de dexametasona, 10 mM de B-
glicerolfosfato (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA) y 0,2 mM de
acido ascorbico (Bayer Hispania, Barcelona, Espafia).

25.1.1 Tincién Alizarin red
Al finalizar la diferenciacién a osteoblastos desde MSC, se
retird el medio de cultivo y las células se lavaron (3 veces) con PBS.

Tras el lavado, las células se fijaron con una solucién que contiene
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paraformaldehido al 2% junto a un 1% de sacarosa (Sigma-Aldrich, St
Louis, Missouri, USA) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Al
terminar esta incubacion, las células se lavaron (2 veces) con agua
bidestilada a pH 7. A continuacién se tifieron con una solucién a 40mM
de Alizarin-red (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA) a pH 4.1
durante 20 minutos a temperatura ambiente y en agitacion lenta. EI pH
de la solucion stock de Alizarin debe ajustarse con una solucion al 1%
de hidréxido amdnico (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA). Tras
la tincidn, las células se lavaron (5 veces) con agua bidestilada a pH 7
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, las células se

secaron al aire, se visualizaron al microscopio Optico y se escanearon.

25.2 Diferenciacion de células madre mesenquimales
infundidas a adipocitos

Las MSC fueron cultivadas en las mismas condiciones que que
en el apartado 26.1 de este bloque de experimentos. Para conseguir una
diferenciacion de las MSC hacia adipocitos, las células fueron
cultivadas durante 10 dias con a-MEM al 10% en presencia de 0,5 pM
de dexametasona, 0,5 mM de isobutirilmetilxantina y 50 pM de
indometacina. Todos los reactivos empleados durante la diferenciacion
son de la casa comercial Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri, USA).
Finalmente, las células se se visualizaron al microscopio Optico para

detectar las vesiculas de grasa
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26. mi-RNA

La expresion comparativa de mi-RNA 124a, 125b y 155 en las
MSC y en MNC fue analizada usando sondas Tagman sintetizadas por
Applied Biosystems Hispania S.A (Sevilla, Espafia).

Para ello, el ARN fue extraido siguiendo el mismo
procedimiento que en el apartado 4.1 del blogue 1 de experimentos de
esta tesis doctoral. La PCR, al igual que en el apartado 4.4 del mismo
bloque de experimentos, también se realiz6 en un termociclador
LightCycler 480. La cuantificacion de la expresion relativa también se
determiné por la formula 274¢4¢D
RNUG (ARN nuclear pequefio U6).

y los calculos se normalizan con

27. Determinacion I1L-6 soluble por ensayo tipo ELISA

En el lisado de las MSC y de MNC se midieron los niveles
solubles de IL-6 con un kit de ELISA comercial (Referencia BMS622,
eBioscience Ltd, London, UK). Se siguié el mismo procedimiento
empleado en la seccion 17 del bloque 2 de experimentos de esta tesis

doctoral.

28. Anélisis estadistico

Los datos se expresan como media + error estandar. La
diferencia entre las medias de dos grupos diferentes se evaluaron por un
analisis de varianza ANOVA vy un t-test con un valor de p < 0.05 para

comparar los grupos.
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Bloque 1 Resultados

BLOQUE 1: Diferenciacion de células madre de médula ésea hacia

hepatocitos

1. Valoracion de la mejor fuente de células madre

1.1. Médula 6sea

1.1.1 Purificacion de células CD133"

El aislamiento de células CD133" fue realizado con un kit
inmunomagnético por columnas. La poblacién obtenida es 92% + 1,6%
doble positivas para los marcadores CD133 y CD34 (Figura 1). El
namero de células obtenido es bajo (70.000 + 20.000 células / ml de
MO) vy la viabilidad de la poblacion celular también fue del 53% + 4%.

104

Figura 1. Analisis por
citometria de flujo de la
21 purificacion de células

] ' madre CD133" desde una
fuente de médula 6sea. La
figura muestra una imagen
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i & - distintos aislamientos
23 N B realizados en esta tesis
doctoral.
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1.1.2 Aislamiento de células madre mesenquimales
Las células MSC fueron aisladas desde la MO por su capacidad
de adherirse al plastico. El nimero de células obtenido es alto (1 x 10°

células por cada 750ul de MO), y ademas puede multiplicarse
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exponencialmente en cultivo en presencia de FGF-b. El
inmunofenotipo de la poblacién celular seleccionada fue analizado por
citometria de flujo. Las células obtenidas son negativas para CD34,
CD45, CD133, CXCR-4 y VEGFR2, y son positivas en distinto grado
para CD13, CD29, CD44, CD49e, CD90, CD73, CD105 y CD166. Los
marcadores de superficie indican que las células analizadas por tanto
son MSC (Figura 2).
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1.1.3 Purificacion de MAPC
En este caso las células MAPC (CD45" y Glicoforina A’) fueron

aisladas desde células mononucleares de MO con técnicas de
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separacion celular por sorting. Obtuvimos una poblacion MAPC de
bajo nimero 320.000 £ 75.000 / ml de MO. El aislamiento se realiz6 a
baja velocidad (2 células/gota) y se prolongd mucho en el tiempo
(aproximadamente 5 h), lo que desencadenaba una baja viabilidad
celular (43% + 5%) (Figura 3).

100

80

11.08% + 9.36% 3.02% £ 2.46%

il aa g

108 N 0 102 10° 10
CD45-PE GLY A-FITC

Figura 3. Analisis por citometria de flujo de la purificacion de células MAPC
desde médula dsea. La figura muestra una imagen representativa de los distintos
aislamientos realizados en esta tesis doctoral.

1.2. Purificacion de células CD34" desde la sangre periférica de
pacientes sometidos a un proceso de aféresis
Esta poblacion de células fue aislada con un kit
inmunomagnético. Las células obtenidas eran positivas para el
marcador CD34 (Figura 4).
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En este caso también se obtuvo un ndmero de células bajo
(265.000 + 25.000 células de 100 x 10° de MNC de partida), aunque la
vialibilidad conseguida es muy superior (88% * 3,2%). El numero
celular conseguido puede expandirse en cultivo en presencia de SCF,
TPO y FIt-3 ligando (Figura 5).
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Figura 5. La aplicacién de SCF, TPO y
FIt-3 ligando triplicd el namero de
células CD34" después de 9 dias.
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La siguiente tabla (tabla 1) resume los resultados conseguidos
tras purificacion de las distintas poblaciones de células madre para
discernir cuél podria ser el mejor candidato para utilizarlas en medicina

regenerativa:

Tabla 1. Resumen del aislamiento de estas poblaciones de células madre

% Numero ) .
Aislamiento
Pureza Células
CD133 (MO) >90% Muy Bajo Inmunomagnetismo
CD34 (aféresis) | >99% Bajo Inmunomagnetismo
MSC (MO) >99% Alto Adherencia
MAPC (MO) >75% Bajo Sorting

En base a los datos obtenidos, las células MSC podrian ser una
buena herramienta de trabajo para estudiar como transcurre el proceso

de diferenciacion hacia hepatocitos.

Tesis Doctoral Carmen M Herencia Bellido 118



Bloque 1 Resultados

2. Diferenciacion in vitro de células madre mesenquimales a
hepatocitos maduros
Las MSC se diferenciaron in vitro hacia células semejantes a
hepatocitos mediante dos protocolos denominados CDH1 (cocktail de
diferenciacion a hepatocitos 1) y CDH2 (cocktail de diferenciacion a
hepatocitos 2). Al finalizar la diferenciacion con CDH1 6 CDH2, la
expresion de genes hepatoespecificos fueron evaluados por RT-PCR a

los 7, 14 y 21 dias de iniciar los tratamientos.

Los resultados obtenidos mostraron un notable incremento en
los niveles de ARNm de albimina (ALB), a-fetoproteina (a-FP), al-
antitripsina (a1-AT) y citocromo P450-3A5 (CYP3ADS), asi como genes
relacionados con la hepatogénesis como c/EBP-a en las células
diferenciadas con ambos protocolos al compararlas con células

indiferenciadas.

Este aumento en la expresion génica fue progresivo a los largo
del tiempo de diferenciacién tanto con células diferenciadas con CDH1

como con células diferenciadas con CDH2 (Figura 6).
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Figura 6. Los tratamientos con el coctel de diferenciacion los coctelos de
diferenciacion a hepatocitos CDH1 6 CDH2 incrementan la expresion de genes
hepatoespecificos en células madre mesenquimales. Los niveles de expresion de A)
al-AT, B) ALB C) o-FP, D) c/EBP-0 y E) CYP3A5 se determinaron en células
indiferenciadas y diferenciadas con CDH1 o CDH2 a 7, 14 y 21 dias de cultivo. La
expresion génica se muestra como incremento de expresion génica comparada con
células indiferenciadas (CI) en cada tiempo. Los valores representados se expresan
como media + error estandar. Todos los genes incrementan de forma significativa
(p<0.001) en los distintos tiempos con respecto a Cl. a p<0.001 b<0.01 vs CDH1 0
CDH2.
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Por otro lado, en el citoplasma celular de las MSC diferenciadas
con CDH1 y CDH2 fue determinada por ICQ la presencia de proteinas
especificas del higado. La inmunotincion revel6 la presencia de
proteinas como ALB, a-FP, CK-19 y al-AT con ambos protocolos de

diferenciacion (Figura 7).

CDH1  CDH2 CI
ALB fres -
a_FP . :\ : | “
CK—19 . ;.‘A‘. 'v .
o . :

Figura 7. Presencia de proteinas hepatoespecificas en el citoplasma de células
madre mesenquimales diferenciadas con el coctel de diferenciacion CDH1 6
CDH2. La inmunotincidn se realizé en células indiferenciadas (Cl) y diferenciadas
con CDH1 o CDH2 durante 21 dias. La tincidn positiva a una determinada proteina
origina un precipitado de color marrén. Las areas positivas se indican en la figura con
flechas. La figura muestra una imagen significativa de 3 experimentos
independientes. Magnificacién: 20X.
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Finalmente también se determind la funcionalidad de los
hepatocitos obtenidos con ambos protocolos, a través de la produccion
y almacenamiento de glucogeno mediante la tincion especifica PAS. El
resultado mostr6 que las MSC diferenciadas tanto con el protocolo
CDH1 como con CDH2 tenian depositos de glucdgeno aunque éste fue

mayor en células diferenciadas con CDH2 (Figura 8).

CDH1 CDH2 CI

Figura 8. Las células madre mesenquimales diferenciadas con los protocolos de
diferenciacion a hepatocitos CDH1 6 CDH2 son capaces de producir glucégeno.
La tincién PAS se llevo a cabo en células indiferenciadas (Cl) y diferenciadas con
CDH1 o CDH2 durante 21 dias. La figura muestra una imagen significativa de 3
experimentos independiente.

3. Papel de la ruta Wnt/p-catenina durante la diferenciacion de
células madre mesenquimales hacia hepatocitos

B-catenina es el efector final de la ruta Wnt candnica, uno de los
mecanismos de sefializacion intracelular que participan en la regulacion
de las BM-SC. B-catenina puede anclarse en la membrana plasmatica, o
localizarse en el citoplasma o nucleo celular desempefiando distintas
funciones bioldgicas. La localizacion intracelular de (-catenina se ha
determinado en este estudio mediante microscopia confocal. La
submascara realizada mostro la co-localizacion del color verde (jB-

catenina-FITC) y el color azul (DAPI).
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En las imagenes obtenidas se puede observar, la presencia de j3-
catenina en el citoplasmatica y en la membrana plasmatica, de células
indiferenciadas (CI) y células diferenciadas con el protocolo CDH1.
Sin embargo, bajo el tratamiento con CDH2, (-catenina se localiza

también en el nacleo celular (Figura 9).

B-catenin-FITC MERGE SUBMASCARA

b . . .

Figura 9. El tratamiento de células madre mesenquimales (MSC) con el céctel de
diferenciacion a hepatocitos induce la traslocacién nuclear de B-catenina. Las
MSC indiferenciadas (Cl) o tratadas con CDH1 o CDH2 durante 21 dias se tifieron
con un anticuerpo inmunofluorescente que reconoce a B-catenina (verde) y se
contratifieron con DAPI (azul), un fluordforo que tifie el nicleo celular. El analisis se
realiz6 por microscopia confocal. También se muestra la imagen superpuesta de
ambos fluorocromos. La magnitud original: 40X. La figura muestra una imagen
significativa de 3 experimentos independientes.
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ClI CDH1 CDH2 Figura 10. Western-blot de pB-

catenina nuclear tras
. diferenciacion con CDH1 vy
- P-catenina  cp> como control de carga
‘ se empleé TFIIB. La imagen
mostrada es representativa de 3
_ TFIIB experimentos independientes.

Para confirmar la activacion de la ruta Wnt, determinamos por

RT-PCR la expresion de varios genes que participan en esta ruta de
sefializacion. Se estudio el receptor del ligando Wnt, Fzd 3, asi como el
co-receptor Lrp5/6 y también se evaluaron los niveles del oncogen c-
Myc, una de las principales dianas de la ruta candnica.

Los resultados muestran que Unicamente la diferenciacion de
MSC con CDH2 presentaba un aumento significativo en la expresion
de estos genes con respecto a Cl o a células tratadas con CDH1 donde

la expresion de estos genes estaba incluso disminuida (Figura 11).
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Figura 11. El tratamiento con el coctel de diferenciacion 2 induce la expresion
génica de elementos reguladores de la ruta Wnt/p-catenina. Los niveles de ARNm
de Fzd-3, Lrp 5/6 y c-Myc se determinaron por RT-PCR en células diferenciadas con
CDH1 y CDH2 a los 21 dias de tratamiento. Los valores obtenidos con ambos
protocolos estan referidos a células indiferenciadas (CI). a p<0.001 vs CDH1.

Tesis Doctoral Carmen M Herencia Bellido 124



Bloque 1 Resultados

4. Andlisis del perfil de expresion proteica de los hepatocitos
obtenidos por CDH1y CDH2

Se utilizé una aproximacion proteémica por DIGE para identificar
y comparar diferencias en las proteinas que poseen las células ClI y en
hepatocitos obtenidos con y sin activacion de la ruta Wnt/p-catenina.

El analisis DIGE mostrd la expresion diferencial de 39 proteinas,
de las cudles, 17 pudieron ser identificadas. La tabla 2 se recoge un
resumen de sus caracteristicas y funciones bioldgicas, entre las que se
incluyen chaperonas, proteinas del metabolismo, estructurales,
proteoliticas e incluso relacionadas con la apoptosis, ciclo celular y la
supresion de tumores.

Los resultados obtenidos en el analisis protedmico mostraron una
expresion diferencial en 11 de las proteinas identificadas entre los
hepatocitos obtenidos con el protocolo CDH1 y CDH2 (Figura 12). Con el
coctel CDH2 se encontrd una alta presencia de proteinas relacionadas con
el hepatocarcinoma como adenina fosforibosiltransfersasa, catepsina B y
D, triosafosfato isomerasa, pirofosfatasa inorganica, peptidil-prolil cis-
trans isomerasa A o cadena P L-lactato deshidrogenasa, al compararlos
con los hepatocitos tratados con CDH1 o en células CI. Por el contrario, la
expresion de otras proteinas como transgelina, cadena B tropomiosina,
anexina A5 o subfamilia B AdnJ homdlogo relacionados con la supresion
de tumores disminuyeron en hepatocitos obtenidos tras el tratamiento con

CDH2, al compararlo con las células tratadas con CDH1 o CI.
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Tabla 12. Proteinas identificadas por el analisis diferencial DIGE

PROTEINAS NCBI Péptidos (%) Cov Ratio Funciones Moleculares

IDENTIFICADAS Acc n° Secuenciados Secuencia CDH1/CDH2

Proteinas estructurales

Cadena f tropomiosina P07951 10 33 -2,68 0,0031 Contraccién muscular

Transgelina Q01995 5 32 -9,61 0,0024 Proteina muscular

Colageno a2 (cadena V) P12110 3 2,9 - - Matriz extracelular

Chaperonas

Hsp B1 P04792 7 40 - - Proteina de unién

Subfamilia B AdnJ homoélogo QouUBS4 1 17 -4,82 0,0015 Protefna de unién

Peptidil prolil isomerasa A P62937 2 17 - - Isomerasa

Enzimas metabdlicas

Triosafosfato isomerasa P60174 11 56 1,45 0,0260 Isomerasa

Pirofosfatasa inorganica Q15181 2 14 1,57 0,0270 Actividad difosfatasa
inorgénica

Adenina fosforibosiltransferasa P0O7741 4 25 1,89 0,0027 Proteina de unién a AMP

L-Lactato deshidrogenasa P07195 5 29 -9,64 0,0026 Oxidoreductasa

NADH ubiquinona 075489 1 9 - - NADH ubiquinona

oxidooreductasa oxidoreductasa

Glutamato deshidrogenasa P00367 1 8 - - Oxidoreductasa

mitocondrial

Apoptosis

Peroxiredoxina-4 Q13162 4 16 - - Actividad tioredoxin
peroxidada

Factor de elongacion 1-8 P29692 4 24 - - Actividad traductora de sefiales

Anexina A5 P08758 22 73 - - Fosfolipido dependiente de
calcio

Proteasas

Precursor de la Catepsina B P07858 4 18 2,79 0,0140 Hidrolasa, proteasa,
tiolproteosa

Precursor de la Catepsina D P07339 7 29 1,57 0,0410 Aspartil proteasa, hidrolasa
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Figura 12. La activacion de la ruta Wnt/p-catenina durante la diferenciacion a hepatocitos estd asociada con la presencia de proteinas
relacionadas con un fenotipo tumoral. La abundancia relativa de proteinas especificas en células indiferenciadas (ClI) tras 21 dias de cultivo y
en hepatocitos diferenciados con el cdctel de diferenciacion CDH1 6 CDH2 se realiz6 por un andlisis protedmico DIGE. La estadistica de las
proteinas identificadas se muestra en la tabla 2 de este bloque de experimentos.
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Algunas de las proteinas identificadas como adenina

fosforibosiltransferasa, transgelina, catepsina B, cadena [ de la

tropomiosina y lactato deshidrogenasa se confirmaron por western-blot

(Figura 13).

CDH1 CDH2

APT

TAGL

CATB

TPM2

LDH

Tubulina

Figura 13. Western-blot de algunas de las
proteinas identificadas por el andlisis
protedmico DIGE.

adenina fosforibosiltransferasa (APT),
transgelina (TAGL), precursor de la catepsina B
(CATB), tropomiosina cadena b (TPM2), L-
lactato deshidrogenasa (LDH). Como control de
carga se emple6 tubulina.

5. Las células diferenciadas con CDH1 expresan p53 durante la

diferenciacion de células madre mesenquimales hacia hepatocitos

p53 es uno de los principales genes supresores de tumores, y su

ausencia se ha relacionado con la progresion de algunos tipos de cancer

como hepatocarcinoma. El analisis por western-blot mostré una presencia

de p53 similar entre células Cl y diferenciadas con el protocolo CDH1, sin

embargo esta expresion esta reducida en células diferenciadas con CDH2

(Figura 14).
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Figura 14. El tratamiento de células madre mesenquimales con el céctel de
diferenciacion a hepatocitos disminuye los niveles intracelulares de p53. Como
control de carga se empled tubulina. La imagen mostrada es representativa de 3
experimentos independientes.

6. Cambios en el inmunofenotipo de las células madre
mesenquimales tras la diferenciacion a hepatocitos

Al finalizar el proceso de diferenciacion con CDH1 o CDH2 se
analizaron los marcadores que presentaban las MSC en superficie por
citometria de flujo. El analisis mostrd6 cambios significativos en los
niveles de CD13, CD49e, CD133, CD166 y VEGFR2. Los valores de
estos marcadores son superiores en células diferenciadas con CDH2, al
compararlas con las células Cl o diferenciadas con CDH1. En células
tratadas con CDH1 descienden los niveles de CD13 con respecto a ClI
(Figura 15).
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Figura 15. Inmunofenotipo de células indiferenciadas (Cl) y diferenciadas con el cdctel
de diferenciacion CDH1 6 CDH2. Al finalizar el cultivo las células fueron marcadas con
CD13-FITC, CD49e-FITC, CD166-PE, CD133-PE o VEGFR2-PE. Los valores
representados se expresan en porcentaje como media * error estandar. a p<0.001 y b p<0.01
vs. células diferenciadas con CDH1; +++ p<0,001 y + p<0,05 vs. CI.

Tesis Doctoral Carmen M Herencia Bellido
130



Bloque 1 Resultados

7. La activacion de la ruta Wnt/B-catenin incrementa la
proliferacion

Para determinar la capacidad de proliferacion de las MSC tratadas
con CDH1 o CDH2 se realizé un recuento celular por pocillo antes y al
finalizar la diferenciacion hacia hepatocitos.

Los datos mostraron que las MSC diferenciadas con el protocolo
que transcurre con una activacion de la ruta Wnt/B-catenina (CDH2),
incrementan el ndmero de células a los 14 dias de iniciar el cultivo, al
compararlas con MSC diferenciadas con CDH1 o indiferenciadas (Cl). Al
finalizar la diferenciacion a hepatocitos a los 21 dias, habia un 75% mas
de células en el pocillo tratado con CDH2 que en el tratado con CDH1 o
con CI (Figura 16).
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Figura 16. CDH2 induce la proliferacion celular en células madre mesenquimales
en cultivo. El recuento celular se determiné a los 7, 14 y 21 dias de iniciar el proceso de
diferenciacion con CDH1 y CDH2. El nimero de células obtenido se compard con
células indiferenciadas (ClI) a lo largo de todo el cultivo. Los valores se expresaron como
media + desviacion estandar de 3 experimentos independientes. a p<0.001 vs. células
tratadas con CDH1 o CI.

También se realizd una ICQ de PCNA, una proteina nuclear
sintetizada durante la fase S del ciclo celular. La inmunotincion mostro

que el numero de células positivas fue significativamente superior en
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celulas tratadas con CDH2 que en ceélulas indiferenciadas (CI) o tratadas
con CDH1 (Figura 17)

Figura 17. Las células madre
mesenquimales diferenciadas con el céctel
de diferenciacion 2 poseen PCNA nuclear.
Al finalizar el protocolo de diferenciacion
hacia  hepatocitos, se  evalud  por
inmunotincion la presencia de PCNA en
células indiferenciadas (CI), y c¢élulas tratadas
con CDH1 y CDH2. Las células positivas
presentan un precipitado marrén. La figura
muestra una imagen significativa de 3
experimentos independientes. Magnificacion:
10X

La induccion de la proliferacion celular durante la diferenciacion a
hepatocitos a través del protocolo CDH2, nos condujo a estudiar como
interviene también la activacion de la ruta Wnt/B-catenina en el ciclo
celular. El resultado mostré que en el pocillo diferenciado con CDH2
hubo un incremento del porcentaje de células en fase S y una disminucion
del porcentaje de células en fase GO/G1 con respecto a las células ClI o
tratadas con CDH1 (Figura 18).
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Figura 18. Las células diferenciadas a hepatocitos con el coctel CDH2 se encuentran
en la fase S del ciclo celular. El ciclo celular fue analizado por citometria de flujo al
finalizar la diferenciacion en células indiferenciadas (Cl) y diferenciadas con CDH1 y
CDH2. Los datos mostrados representan el porcentaje medio + error estdndar. a p<0.001
vs. células tratadas con CDH1, b p<0.001 vs. CI.
8. EIl protocolo de diferenciacion CDH2 favorece la formacion de
tumoroesferas

Entre las principales propiedades de las CSC, se encuentra la
capacidad de éstas de formar esferas en una placa de cultivo. Las MSC
diferenciadas a hepatocitos con el tratamiento CDH1 6 CDH2 asi como
las células CI originan esferas primarias y secundarias. EI nimero de
esferas obtenido con CDH2 es significativamente superior al obtenido con

Cl o CDHL1 (Figura 19).
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Figura 19. Ensayo para la formacion de esferas primarias y secundarias. Al finalizar
el proceso de diferenciacion, células tratadas con los cocteles de diferenciacion a
hepatocitos CDH1 6 CDH2, y células indiferenciadas (Cl) se tripsinizaron y se
sometieron a un ensayo para la formacion de esferas. A los 4 dias de cultivo se
originaron las esferas. Las esferas se tripsinizaron para llevar a cabo el recuento celular
(A). A continuacion, se cultivaron en dilucion clonal para la formacion de esferas
secundarias. El recuento de las esferas secundarias se llevé a cabo en un microscopio
invertido (B). Los datos mostrados representan el valor medio * error estandar. a p<0.001
vs. células tratadas con CDH1, b p<0.001 vs. Cl. La figura muestra una imagen
significativa (C) de las esferas secundarias originadas con CDH1, CDH2 o CI.
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BLOQUE 2: Papel de la movilizacion de células madre de médula

0sea en pacientes con patologias hepaticas

9. Porcentaje de células CD34" en sangre periférica de pacientes
hepatectomizados

En 33 pacientes con distintas patologias hepéticas que habian sido
sometidos a una HP, se analizaron los niveles circulantes de células
CD34" por citometria de flujo. El analisis se realizo antes (0 h) y 72 h
después de la intervencion quirdrgica.

El porcentaje de células CD34" en la sangre periférica de cada uno
de los pacientes, antes y después de la HP se recoge en la Figura 45. En
ella se puede observar que s6lo en 14 de los 33 pacientes, los niveles
circulantes de células CD34" incrementaron 72 h después de la HP al
compararlos con los niveles obtenidos antes de la intervencion (0 h). Estos
pacientes capaces de movilizar células CD34" constituyen un grupo que
denominaremos 1 (G1). Los pacientes restantes presentaban a las 72 h de
la HP niveles de células CD34" en sangre periférica similares a los
obtenidos a las 0 h o incluso inferiores. Estos pacientes conforman el
Ilamado grupo 2 (G2).

El aumento del porcentaje de células CD34" circulantes en sangre
periférica a las 72 h de la HP en el grupo G1 es significativo con respecto
a los niveles encontrados a las 0 h. Es interensante mostrar que en los
pacientes del grupo G2, a 0 h hubo un porcentaje de células CD34"

superior a los pacientes G1 a 0 h (Figura 20).
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Figura 20. Niveles circulantes
de células CD34" en pacientes
hepatectomizados. Se realiz6 un
marcaje con anti-CD34-FITC en
la sangre total de pacientes
hepatectomizados. La figura
muestra los valores individuales
del porcentaje de células CD34"
antes (0 h) y después (72 h) de
una HP. Los pacientes que
aumentaban el porcentaje de
células CD34" a las 72h de la HP
se representan con una linea
continua (grupo 1, G1), mientras
que los pacientes que disminuian
el porcentaje de células CD34"
se representan con una linea
discontinua (grupo 2, G2).

Figura 21. Porcentaje medio de células CD34" en sangre periférica de pacientes
pertenecientes al grupo G1 y G2 antes (0 h) y después (72 h) de la hepatectomia
parcial. Los valores se expresaron como media * error estdndar. a p<0.001 vs. G1 a 0 h;
b p<0.01vs.G1lenOh.
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La siguiente tabla (tabla 3) recoge un resumen de las
caracteristicas clinicas de los pacientes de forma individual y su capacidad

de movilizar células CD34",

10. Las células CD34" detectadas en la sangre periférica de los
pacientes hepatectomizados procedian de la médula dsea

El andlisis por citometria de flujo del inmunofenotipo que
presentaban en superficie las células CD34" detectadas en sangre
periférica de ambos tipos de pacientes (G1 y G2) mostr6 que co-
expresaban otros marcadores caracteristicos de BM-SC como CDA45,
CD90, CD117, CD133 y CXCR4, antes y 72 h después de la HP. Cabe
resaltar el alto porcentaje de células CD34*/CXCR-4" en el grupo G2 a las
72 h de la reseccion hepatica (Tabla 4).

Tabla 4. Inmunofenotipo de las células CD34" circulantes antes (0 h) y 72 h después
de una hepatectomia parcial. El analisis se realiz6 por citometria de flujo de dos
colores. Los valores son expresados en porcentaje como media + error estdndar. a
p<0.001 vs. 0 h. ns=no significativo

pacientes G1 pacientes G2 G1lvs G2

—— 0h 5.7+1.19 4.7+0.73 ns
72 h 9.6+1.88% 1.8+0.31 p=0.003

CD34*/CD90" Oh 4.6+0.94 3.4+1.28 ns
72 h 7.1+1.59% 0.6£0.17 p=0.003

CD34*/CD117" Oh 0.5+£0.07 0.3+£0.05 ns
72 h 0.8+0.08% 0.2+0.03 p=0.005

CD34*/CD133 Oh 0.4+0.04 0.5+0.09 ns
72 h 0.7+0.042 0.3+£0.06 p=0.040

CD34*/CXCRA* 0Oh 6.1+1.24 5.3+0.88 ns
72 h 9.6+1.84% 1.9+0.4 p=0.031
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los pacientes hepatectomizados

n Sexo Edad Mob Cirrosis % Pacientes Mob
Tumores Primarios
HCC 7 Mujer 63 + -
Hombre 71 - -
Hombre 61 - +
Hombre 57 - + 14 )
Mujer 58 - +
Hombre 63 - +
Hombre 74 - +
CHOL 5 Hombre 72 + -
Hombre 57 + -
Hombre 76 - - 40 (2/5)
Hombre 71 -
Mujer 50 - -
Cancer de vesicula 3  Mujer 72 + -
Mujer 66 + - 67 (213)
Mujer 77 -
Tumores Secundarios
Mtx 9 Mujer 66 + -
Hombre 70 + -
Mujer 63 + -
Mujer 48 + -
Mujer 69 - - 40 (4/9)
Mujer 60 - -
Hombre 40 - -
Mujer 41 - -
Mujer 28 - -
Tumores Benignos
FNH 2 Hombre 27 + -
Mujer 76 - - 50 (2/4)
Adenoma 1 Mujer 13 + -
Hemangioma Mujer 56 - -
Lesiones no tumorales
Abceso Hidatidico 3 Hombre 76 + -
Mujer 46 + -
Hombre 43 + - 60 (3/5)
Caroli 1 Hombre 65 - -
Hematoma 1 Hombre 52 - -
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11. Presencia de células CD34" en el parénquima hepatico de los pacientes
sometidos a una hepatectomia parcial

Con una tincion inmunohistoquimica de CD34" en biopsias hepéticas

de los pacientes incluidos en este estudio, evaluamos si las células CD34"

circulantes eran capaces de alcanzar el parénquima hepético tras la HP de

pacientes G1 y G2. Las imagenes muestran la presencia de una poblacion de

células CD34" en el higado de pacientes G1 y G2, concretamente alrededor de

los sinusoides hepéticos. EI nimero de células positivas fue superior en los

pacientes G2 (Figura 22).
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Figura 22. Presencia de una poblacion de HSC en el higado. (A) Las células
positivas contienen un precipitado de color marrdn. Se muestra una imagen
significativa de pacientes hepatectomizados pertenecientes a los grupos G1 y G2.
Magnificacién: 20X. (B) También se realizd un anélisis cuantitativo de la tincién
con el programa Image J. a p<0.001 vs. pacientes G1

n® células CD34* por area
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12. Activacion del eje SDF-1/CXCR-4 en pacientes hepatectomizados
Las BM-SC pueden abandonar la MO y viajar a través de la sangre
periférica hasta un tejido dafiado para restaurar la funcionalidad tisular.
Esta migracion estd regulada por el eje SDF-1/CXCR-4. En base a esta
premisa se procedio a examinar el papel que podria desempefiar este eje
SDF-1/CXCR-4 en los pacientes hepatectomizados de este estudio con

distinta movilizacion. Para ello, se realizé una inmunotincion de SDF-1y

CXCR-4 en biopsias hepaticas de los pacientes G1 y G2 tomadas a 0 h.

60 - a

50

40 |

30 |

20 4

10 4

n® células SDF-1" por drea

G1 G2

Figure 23. Tincién de SDF-1 en el higado. (A) Las células positivas contienen un
precipitado de color marrén. Se muestra una imagen significativa de pacientes
hepatectomizados pertenecientes a los grupos G1 y G2. Magnificacion: 5X. (B) También
se realiz6 un analisis cuantitativo de la tincion con el programa Image J. a p<0.001 vs.
pacientes G1
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El estudio histologico mostr6 la presencia de células positivas
para el ligando SDF-1 alrededor de los ductulos biliares tanto en
pacientes G1 como en los pacientes G2. Cabe destacar que el niUmero

de células que contenian SDF-1 era muy superior en pacientes G2

(Figura
23).
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Figure 24. Tincion de CXCR-4 en el higado. (A) Las células positivas contienen un
precipitado de color marrén. Se muestra una imagen significativa de pacientes
hepatectomizados pertenecientes a los grupos G1 y G2. Magnificacion: 5X. (B)
También se realiz6 un analisis cuantitativo de la tincion con el programa Image J. a
p<0.001 vs. pacientes G1
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Los resultados inmunohistoquimicos para CXCR-4 también
revelaron la presencia de células positivas alrededor de los ductulos
biliares en pacientes movilizadores (G1) y no movilizadores (G2). Las
imagenes obtenidas del receptor CXCR-4, al igual que los resultados de
SDF-1, también muestran un mayor nimero de células positivas en
pacientes G2 (Figura 24).

Por otro lado, se determinaron los niveles séricos de SDF-1 antes
(0 h) y 72 h después de la HP en los pacientes G1 y G2. Los valores de
SDF-1 soluble eran elevados antes y después de la HP en ambos tipos de
pacientes. Sin embargo no se obtuvieron diferencias significativas en los
niveles obtenidos a las 72 h de la HP entre ambos tipos de pacientes. No
obstante, y en concordancia con estos resultados histolégicos, los niveles
séricos de SDF-1 en pacientes G2 fueron significativamente superiores
antes de la intervencion quirdrgica (0 h) a los niveles de los pacientes G1
(Figura 25).
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Figura 25. Niveles séricos de SDF-1 en pacientes del grupo G1 y G2 antes (0 h) y
después (72 h) de la HP. Se determinaron por un ensayo enzimatico inmunoabsorbente.
El valor representado es la media + error estandar. a p<0.05 vs. G1 at O h.
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13. Niveles séricos de citoquinas y metaloproteasas en pacientes
sometidos a una hepatectomia parcial

Los niveles séricos de citoquinas y otros factores que regulan la
movilizacion de las BM-SC se determinaron mediante ensayos ELISA en
pacientes G1y G2.

Los resultados muestran un perfil de citoquinas y factores de
crecimiento diferentes entre pacientes G1 y G2. Uno de los elementos
analizados fue SCF, factor de crecimiento fundamental para la
supervivencia y proliferacién de las BM-SC. En este caso los niveles
séricos de SCF eran significativamente superiores en pacientes G2 antes
de la HP (0 h) (Figura 26).

SCF

O0h
O72h

Niveles séricos pg/ml

G1 G2

Figura 26. Niveles séricos de SCF en pacientes del grupo G1 y G2 antes (0 h) y
después (72 h) de la HP. El valor representado es la media + error estandar. a p<0.01
vs.Gla0h; bp<0.01vs.GlaO0h.

También se determinaron los niveles circulantes de MMP-2, una
metaloproteasa clave en la liberacién de las BM-SC desde la matriz dsea
hacia el torrente circulatorio, que fueron significativamente superiores en
pacientes G2 antes (0 h) y 72 h después de la HP (Figura 27).
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Figura 27. Niveles séricos de MMP-2 en pacientes del grupo G1 y G2 antes (0 h) y
después (72 h) de la HP. El valor representado es la media + error estandar. a p<0.05 vs.
Gla0h;bp<0.05vs.Gla72h.
14. Las células CD34" que alcanzan el higado son capaces de
estimular el proceso regenerativo

Finalmente también se evaluaron en pacientes G1 y G2 los niveles
séricos de HGF, IL-12 y TGF-B por ELISA antes (0 h) y 72 h despueés
haber sido sometidos a una HP. Los niveles circulantes de estos factores
claves en la movilizacion de BM-SC hacia el higado y durante la
regeneracion hepatica eran distintos en pacientes G1 y G2. En este caso,
antes de la HP (0 h), los pacientes G2 presentaban mayores niveles
solubles de IL-12 y MMP-2 que los pacientes G1. Sin embargo, 72 h
después de la HP, los niveles circulantes de HGF, TGF- y MMP-2 eran
mas bajos en los pacientes G2 (Figura 28).
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Figura 28. Niveles séricos de HGF (A), IL-12 (B) y TGF-p (C) en pacientes del
grupo G1y G2 antes (0 h) y después (72 h) de la HP. El valor representado es la media
+ error estandar. a p<0.005 vs. G1a 0 h; b p<0.05vs. G1a 72 h.
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La regeneracion hepatica implica la activacion del ciclo celular en
los distintos componentes celulares que conforman el paréngquima
hepatico. Un marcador especifico de la proliferacion de los hepatocitos es
Ki67. La tincion histologica de este marcador revelo la presencia de
celulas positivas alrededor de la vena central y en las células sinusoidales

de ambos tipos de los pacientes G1 y G2. Aunque la tincién fue

significativamente mas intensa en pacientes G2 (Figura 29).
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Figure 29. Tincién de Ki67 en el higado. (A) Se muestra una imagen significativa de
cada grupo de pacientes. Magnificacion: 5X. Las células positivas son de color marrén.
(B) Se realizd un andlisis cuantitativo de la tincién con el programa Image J. a p<0.001
vs. pacientes G1.
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En la bibliografia estd ampliamente descrito que la poénquima
hepatico se activa ante una lesion en el higado. Para comprobar si estas
células estan presentes en los pacientes G1 y G2, se realizd una
inmunotincion para OV-6", uno de los marcadores de superficie que las
definen. Las imé&genes revelaron la presencia de células positivas
alrededor de la vena central y en las células sinusoidales de ambos tipos
de los pacientes G1 y G2. Aunque la tincion fue significativamente mas

intensa en pacientes G2 (Figura 30).
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Figure 30. Tincién de OV-6 en el higado. (A) Se muestra una imagen significativa de
cada grupo de pacientes. Magnificacion: 5X. Las células positivas son de color marrén.
(B) Se realizd un andlisis cuantitativo de la tincion con el programa Image J. a p<0.001
vs. pacientes G1.
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BLOQUE 3: Terapia celular en un modelo experimental de dafio

hepético agudo

15. El tratamiento con Tioacetamida origina una lesion aguda de
muerte celular y necrosis
Una alta dosis de TAA (400 mg / kg) produjo una insuficiencia
hepatica de ratas Wistar hembra. La bioquimica de los animales mostro un
incremento en los niveles séricos de distintos pardmetros de dafio hepatico
como transaminasas (AST y ALT), bilirrubina total y fosfatasa alcalina.
Este aumento de estos valores fue progresivo a lo largo del tiempo

alcanzando un pico méaximo a las 48 h de la inyeccién (Figura 31).
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Figura 31. Pardmetros bioquimicos en ratas que han recibido un tratamiento con
tioacetamida (TAA). Los niveles de alanina transaminasa (ALT), aspartato
aminotransferasa (AST), bilirrubina (BIL) y fosfatasa alcalina (ALP) se determinaron
con ensayos colorimétricos a lo largo del tiempo en el suero de animales que han
recibido una inyeccidn de TAA. Los valores representados son la media + error estandar
de 3 experimentos independientes. * p<0.001 vs. 0 h

Paralelamente, un estudio histolégico con hematoxilina-eosina
permitié determinar el alcance de la lesién producida por TAA en el
parénquima hepatico de los animales. La tincion mostrd la aparicion de
areas necroticas centrolobulillares en el higado, con la consecuente
pérdida de la arquitectura hepatica. La destruccion celular afecta
principalmente a los hepatocitos pero también a otros componentes

celulares del parénquima tisular como los colangiocitos. El dafio comienza
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a ser visible a las 18 h del tratamiento con TAA. La lesion histoldgica
también incrementa a lo largo del tiempo siendo mayor a las 48 h de la
inyeccion del toxico (Figura 32).

Fgura 32. Tincion histologica
con hematoxilina-eosina en
ratas que han recibido una
inyeccion intraperitoneal de
Tioacetamida

a lo largo del tiempo.
Magnificacién: 5X. Imagen
representativa de 3 experimentos
independientes.
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16. Infusién de células madre mesenquimales en el higado de ratas
gue han recibido un tratamiento con tioacetamida

Las células madre aisladas desde la MO presentaban un
inmunofenotipo en superficie caracteristico de MSC (Figura 2 del bloque
1 de experimentos de esta tesis doctoral).

Las MSC obtenidas presentan una gran plasticidad celular propia
de una poblacion celular que conserva las caracteristicas “stemness”. La
pluripotencia de estas células fue comprobada con la diferenciacion hacia
un linaje osteogénico y adipogénico (Figura 33).

A Control Osteoblastos

Adipocitos

Figura 33. Pluripotencia de las células madre mesenquimales (MSC). (A) Las MSC
se diferenciaron hacia osteoblastos. La tincién de Alizarin red permite detectar la
mineralizacion y los depésitos de calcio a los 21 dias de tratamiento. (B) Las MSC
acumulan vesiculas lipidicas a los 14 dias de cultivo. Imagen representativa de + 3
experimentos.
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Estas MSC intactas o su lisado se infundieron via portal en ratas
que habian recibido un tratamiento con TAA. La infusion de ambos tipos
celulares fue 18 h después de la inyeccion de toxico, cuando la lesion es
visible en el parénquima hepatico. Las MSC y sus lisados consiguieron
alcanzar y alojarse en el parénquima hepatico dafiado. Para localizar las
MSC infundidas, se realiz6 una inmunohistoquimica de CD90" con un

anticuerpo monoclonal humano (Figura 34)

Figura 34. Deteccion de células CD90" humanas en el tejido hepéatico de ratas
tratadas con TAA. Se realiz6 una inmunotincién con un anticuerpo que reconoce el
antigeno CD90 humano. Las células positivas para la tincién presentan un precipitado
marrén. Se muestra una imagen representativa de 3 experimentos independientes con
ratas que han recibido una inyeccion intraperitoneal de TAA y han sido infundidas con
suero fisiologico (TAA), MSC enteras (TAA+MSC) o lisados (TAA+LIS). El analisis de
las imégenes fueron comparadas con un tejido hepético de ratas control (SO).
Magpnificacion: 5X
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Las imagenes mostraron la presencia de células positivas en los
animales tratados con TAA e infundidos con MSC o sus lisados situados
alrededor de la lesion necrética. No obstante, el marcaje fue superior en
los animales infundidos con MSC enteras. Las biopsias hepaticas de ratas
control o infundidas con suero fisiologico no presentaban células

positivas.

17. La infusién de células madre mesenquimales o su lisado mejoran
la funcionalidad tisular en el higado
Los parametros fisiopatoldgicos relacionados con un dafio en el
higado producido por un tratamiento de TAA, se redujeron tras una
infusion de MSC o de su lisado. Los resultados muestran un descenso
significativo en los valores de transaminasas (ALT, AST), bilirrubina y
fosfatasa alcalina. La reduccién producida por los lisados en AST y ALT,

es significativamente mayor a la conseguida con las MSC (Figura 35).
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Figura 35. La inyeccién de células madre mesenquimales disminuye los parametros
de dafio hepéatico. En un modelo experimental de dafio hepatico por TAA, la presencia
de MSC mejora los niveles séricos de alanina aminotransferasa (ALT), aspartato
aminotransferasa (AST), bilirrubina (BIL) y fosfatasa alcalina (ALP). Los grupos de
trabajo fueron los siguientes: SO, ratas control; TAA, ratas que han recibido una
inyeccién intraperitoneal de TAA y han sido infundidas con suero fisiol6gico;
TAA+MSC, ratas tratadas con TAA con una infusién de 3 x 10° MSC; y TAA+LIS ratas
tratadas con TAA con una infusién de 3 x 10° MSC lisadas. Los valores representados
son la media + error estandar. a vs. SO p<0.001; b vs. TAA p<0.001; ¢ TAA+MSC vs.
TAA+LIS p<0.001; d vs. SO p<0.01; d TAA+MSC vs. TAA+LIS p<0.05.
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La tincion histoldgica con hematoxilina-eosina corroboro los datos
obtenidos con el analisis bioquimico. La infusion de MSC o de sus lisados
acelera la recuperacion de la arquitectura hepatica, reduciendo tanto las
areas necroticas originadas por el tratamiento con TAA como la
infiltracion celular. Cabe resaltar que la presencia de una poblacion de
células madre en forma de lisados favorece una mayor recuperacion de la

funcionalidad hepatica (Figura 36).

Figura 36. Secciones de higado tefiidas con hematoxilina-eosina. Se muestra una
imagen representativa de 3 experimentos independientes en ratas que han recibido una
inyeccion intraperitoneal de TAA y han sido infundidas con suero fisiolégico (TAA),
MSC enteras (TAA+MSC) o lisados (TAA+LIS). El anélisis de las imagenes fueron
comparadas con un tejido hepatico de ratas control (SO). Magnificacién: 5X
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Otra tincion analizada fue el tricromico de Masson, que permite
identificar zonas necroticas y fibrosas en biopsias de tejido. Las imagenes
obtenidas reflejan en concordancia con el estudio histologico anterior, un
dafio severo originado por TAA en el parénquima hepatico, y que la
presencia de una poblacion de células madre tanto intactas como lisadas

disminuyo la lesion en el higado (Figura 37).

Figura 37. Secciones de higado tefiidas con Tricrémico de Masson. La fibrosis se
observa de color azul en relacién al resto del tejido, y en rojo el tejido sano. Se muestra
una imagen representativa de 3 experimentos independientes en ratas que han recibido
una inyeccion intraperitoneal de TAA y han sido infundidas con suero fisiologico (TAA),
MSC enteras (TAA+MSC) o lisados (TAA+LIS). El andlisis de las imagenes fueron
comparadas con un tejido hepético de ratas control (SO). Magnificacion: 5X.

TAA origina una muerte centrolobulillar masiva que provoca una
desetructuracion del lobulillo hepético, con la consecuente pérdida de las

interacciones célula-célula como las mediadas por [-catenina de
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membrana. La inmunotincion B-catenina en biopsias hepéticas de los
animales incluidos en el estudio mostré la ausencia del marcador en las
ratas tratadas con TAA. La terapia celular con MSC per se no consigue
restaurar la presencia B-catenina en la membrana plasmética de los
hepatocitos, aunque si la infusion de MSC en forma de lisados. En estos

altimos animales, se pudo observar el re-establecimiento de la arquitectura

del parénquima hepatico (Figura 38).

L4

Figura 38. Inmunohistoquimica de B-catenina en el tejido hepéatico de ratas con un
dafio hepético agudo. Las células positivas para la tincion presentan un precipitado
marrdn en la membrana plasmatica. Se muestra una imagen representativa de ratas que
han recibido una inyeccion intraperitoneal de TAA y han sido infundidas con suero
fisiologico (TAA), MSC enteras (TAA+MSC) o lisados (TAA+LIS). El andlisis de las
imagenes fueron comparadas con un tejido hepético de ratas control (SO). Se muestra
una imagen representativa de 3 experimentos independientes. Magnificacion: 20X.
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18. Las células madre mesenquimales y sus lisados disminuyen
parametros de muerte celular en el higado de ratas tratadas con
tioacetamida

La apoptosis celular fue determinada por un kit de ELISA que se
basa en la deteccion de histonas asociadas a fragmentos de ADN. El
resultado mostré6 que TAA origina una apoptosis. Estos niveles de
apoptosis consiguieron reducirse tras la infusién de MSC en cualquiera de
sus formas. Aunqgue fue significativo que el lisado de MSC produce una

disminucion mayor que las MSC per se (Figura 39).
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Figura 39. La inyeccion de MSC es capaz de disminuir los niveles de muerte en un
modelo de dafio hepético inducido por TAA. Los niveles de muerte fueron
determinados por un ensayo enzimatico inmunoabsorbente para fragmentos de ADN
asociados a histonas citosélicas. SO: control, TAA: 400 mg/kg tioacetamida,
TAA+MSC: 400 mg/kg tioacetamida + 3 x 10° MSC y TAA+LIS: 400 mg/kg
tioacetamida + 3 x 10° MSC lisados. Los valores representan la media * error estandar de
3 experimentos independientes. a vs. SO p<0.001; b vs. TAA p<0.001; c TAA+MSC vs.
TAA+LIS p<0.001; c vs. SO p<0.05.
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19. La infusién de células madre mesenquimales o sus lisados
desencadenan la activacion de rutas de sefializacion relacionadas
con proliferacion, supervivencia y anti-apoptosis

Para determinar si las MSC puedan favorecer la proliferacion de
las células que conforman el parénquima hepatico, se realizd una
inmunotincion de PCNA, proteina nuclear sintetizada unicamente durante
la mitosis. Las imagenes revelaron que sélo en presencia de las MSC, en
cualquiera de sus formas, se detectaron células positivas para PCNA

(Figura 40).

Figura 40. Inmunohistoquimica de PCNA en el higado de ratas con un dafio agudo.
Las células positivas para la tincién presentan un precipitado marrén en el nucleo. Se
muestra una imagen representativa de ratas que han recibido una inyeccién
intraperitoneal de TAA y han sido infundidas con suero fisiolégico (TAA), MSC enteras
(TAA+MSC) o lisados (TAA+LIS). El andlisis de las imagenes fueron comparadas con
un tejido hepatico de ratas control (SO). Se muestra una imagen representativa de 3
experimentos independientes. Magnificacion: 20X.
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También se determind la expresion genica de ciclina D1, una
proteina reguladora del ciclo celular y especifica de la fase G1/S. El
andlisis va en consonancia con el estudio histologico anterior al
encontrarse un incremento de la expresion de ciclina D1 tras la infusién de
MSC o sus lisados (Figura 41).
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Figura 41. Expresién génica de ciclina D1 tras la infusion de MSC en un modelo de
dafio hepatico agudo. SO: control, TAA: 400 mg/kg tioacetamida, TAA+MSC: 400
mg/kg tioacetamida + 3 x 10° MSC y TAA+LIS: 400 mg/kg tioacetamida + 3 x 10° MSC
lisados. Los valores representan la media + error estandar de 3 experimentos
independientes. a p<0.001 vs. SO; b p<0.001 vs. TAA.

En base a estos resultados procedimos a determinar cuél es el
posible mecanismo de accion de las MSC o de sus lisados para desarrollar
su efecto beneficioso. En este modelo experimental se evalud el papel que
podrian desempefar la cascada intracelular PI3K/Akt, una de las
principales ruta de sefializacion anti-apotética que ademas favorece la
supervivencia celular. El efector final de esta ruta es Akt-fosforilado.
Tambien se evalud la posible participacion de la ruta NFkB, cuya
activacion esta relacionada con la supervivencia celular y es clave durante

la regeneracion hepatica.
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El andlisis por western-blot mostré que el tratamiento con TAA la
infusion de MSC enteras o lisadas incrementa los niveles de NFKB (p65)
mientras que disminuyen los niveles de IkB-o, inhibidor de la ruta. Por
otro lado, disminuy6 el nivel de Akt-P, mientras que la infusion de MSC
intactas o lisadas, restauro los niveles de manera similar a los encontrados

en las ratas control (Figura 42).

TAA+ TAA+
SO TAA MSC LIS

IkBa

Akt-P

Figura 42. La infusion de MSC en un modelo de dafio agudo hepético permite la
activacion de las rutas de sefializacién de Akt y NFkB. La presencia de NFkB (p65),
IkB-a, Akt-fosforilado (Akt-P) y Akt se determind por un andlisis por western-blot. La
imagen mostrada es representativa de 3 experimentos independientes. Se empled como
control de carga f-actina.

20. El contenido intracelular de las MSC clave en la restauracion de
la funcionalidad del higado

Para determinar si el efecto beneficioso observado en este modelo

experimental es debido especificamente a la presencia de las MSC en el

paréenquima hepatico, transplantamos a un grupo de animales que habian
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recibido la misma dosis de TAA otro tipo celular. Se infundieron células
mononucleares (MNC) obtenidas de la sangre periférica de donantes
sanos. En esta ocasion, el dafio producido por TAA no es revertido por las
MNC. No se detectd una reduccion en los valores sericos de ALT (Figura
43A), ni se recupero la arquitectura histoldgica normal del higado (Figura
43B).
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Figura 43. La infusion de células mononucleares de la sangre no restaura la
funcionalidad tisular tras un dafio agudo en el higado. (A) Los niveles séricos de
aspartato aminotransferasa (ALT) fueron determinados por ensayos colorimétricos. Los
valores representados son la media * error estandar. a vs. SO p<0.001; b TAA+MSC vs.
TAA+MNC p<0.05.
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Figura 43. La infusién de células mononucleares de la sangre no restaura la
funcionalidad tisular tras un dafio agudo en el higado. (B) Secciones de higado tefiidas con
hematoxilina-eosina. Se muestra una imagen representativa de 3 experimentos independientes.
Magnificacién: 5X. Los grupos de trabajo fueron los siguientes: TAA, ratas que han recibido
una inyeccion intraperitoneal de TAA y han sido infundidas con suero fisioldgico; TAA+MSC,
ratas tratadas con TAA con una infusién de 3 x 10° MSC; y TAA+MNC ratas tratadas con
TAA con una infusién de 3 x 10° MNC humanas.

A continuacion procedimos a comparar el contenido intracelular de
las MSC y MINC para identificar que factores podrian ser responsables re-
establecer la funcionalidad hepética. Niveles intracelulares de micro-ARN
relacionados con la apoptosis y la activacion de NFkB (p65) fueron
analizados. Asi se detectd6 que las MSC poseen un contenido
significativamente superior a las MNC en el miR-124a y miR-125b,
mientras que poseen menos expresion del miR-155 (Figura 44). Ademas
cabe destacar que las MSC tienen un mayor contenido de IL-6, citoquina
clave en la regeneracion hepatica, en comparacion con las MNC (Figura
45).
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Figura 44. Fl contenido
intracelular de las células
madre mesenquimales
(MSC) contiene miRNA-
124a. La expresién de
miRNA 124a, 125b v 155
fueron determinados  por
RT-PC en MSC v células
mononucleares de sangre
periférica  (MNC).  Los
valores representados son la
media + error estandar. * vs
MNC. p<0.001.

Figura 45. El contenido
intracelular de las células madre
mesenquimales (MSC) contiene
IL-6. Los niveles intracelulares de
IL-6 fueron determinados por
ELISA en el lisado de MSC y
células mononucleares de sangre
periférica (MNC). Los valores
representados son la media + error
estandar. * vs MNC. p<0.001
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Bloque 1 Discusion

BLOQUE 1: Diferenciacién de células madre de médula ésea hacia
hepatocitos

La capacidad de diferenciacion de las BM-SC hacia hepatocitos
esta ampliamente documentada en la bibliografia. Sin embargo, no
existe actualmente consenso de cudl podria ser la poblacion de BM-SC
méas adecuada para realizar una diferenciacion eficaz hacia células
hepéticas *°. En este trabajo de investigacion fueron aisladas distintos
tipos de células con caracteristicas de BM-SC fueron aisladas. Se
purificaron células CD133", MAPC y MSC desde una fuente de MO de
donantes sanos. También se seleccionaron células CD34" que han sido
movilizadas hacia el torrente circulatorio desde la MO por un proceso
de aféresis. El aislamiento de cada una de las poblaciones de BM-SC
fue relativamente sencillo en todas excepto en las MAPC (sorting) y la
pureza obtenida fue alta. Pero pese a todo, el numero de células
obtenido en cada caso fue bajo. Este hecho dificulta el empleo de estas
células experimentalmente. La poblacion de células CD34" puede
multiplicarse in vitro hasta 3 veces en presencia de SCF, Flt-3 ligando y
TPO pero aun asi el nimero conseguido sigue siendo insuficiente para
posteriores intervenciones terapéuticas. Sin embargo, el numero de
MSC si puede multiplicarse ampliamente en cultivo en presencia de
FGF-b. Ademas, por sus caracteristicas biologicas, su alta capacidad de
proliferacion y una gran plasticidad para originar diferentes tipos
celulares, las MSC podrian constituir una de las poblaciones de BM-SC

més atractivas para obtener hepatocitos funcionales * .
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En este estudio, las MSC fueron seleccionadas desde la MO de
la cresta iliaca de donantes sanos. El anélisis de su inmunofenotipo
mostré6 que las células aisladas presentaban marcadores de
caracteristico de células con un origen mesenquimal, con ausencia de
otros marcadores que definen a células HSC como el CD34" (Figura 2).
La tabla 3 muestra el porcentaje medio de cada uno de los marcadores
de superficie analizados.

Actualmente no existe un protocolo de diferenciacién
establecido para obtener hepatocitos funcionales desde BM-SC *.
Aunque, se han identificado algunas citoquinas y factores de
crecimiento como HGF, FGF y OSM que podrian ser determinantes

11 En este

para conseguir una eficaz diferenciacion a hepatocitos
estudio se utilizaron dos aproximaciones para conseguir células
semejantes a hepatocitos desde MSC: CDH-1 y CDH2. Al finalizar
cada uno de los protocolos de diferenciacion, las células incrementaron
los niveles génicos y proteicos de marcadores hepatoespecificos.
Ademas, las células conseguidas mostraban cierta funcionalidad
hepética, ya que eran capaces de producir y almacenar glucogeno,
propiedad intrinseca de las células que componen el parénquima
hepético. Lo cudl indica que tanto CDH1 como CDH2 eran capaces de
originar hepatocitos desde MSC. Cabe resaltar que entre ambos
protocolos (CDH1 y 2) no existen diferencias significativas entre los
distintos parametros evaluados que nos permitieran discernir cual de los
dos tipos de células obtenidos son mas semejantes a los hepatocitos.
Hay que tener en cuenta que el destino final que alcanzan las

diferentes poblaciones de BM-SC estd estrictamente regulado por
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varias cascadas de sefializacion intracelular **2. En el caso concreto de
las MSC, parece que la ruta Wnt/p-catenina es clave durante el proceso
de diferenciacion a un determinado tipo celular ®. Sin embargo, esta
ruta en el campo de la hepatologia se ha relacionado entre otros con la
aparicion o el desarrollo de procesos tumorales como el HCC o el
hepatoblastoma ®® ®. Los datos encontrados en la bibliograffa actual,
indican que la diferenciacion a hepatocitos desde BM-SC transcurre
con una inhibicidn de la ruta Wnt/B-catenin © ™. En este estudio se
evalu6 que implicacion podria tener la traslocacion de p-catenina
nuclear durante este proceso de diferenciacion. Para ello, se utilizaron
dos protocolos uno que no activaba la ruta Wnt/p-catenina (CDH1) y
otro que translocaba [B-catenina al nicleo celular (CDH2). Esta
diferencia entre ambos protocolos podria ser debida al tratamiento con
una alta dosis de dexametasona en el coctel CDH2. Este
glucocorticoide se ha relacionado con la activacion de la ruta Wnt/B-
catenina en el proceso de diferenciacion de las MSC hacia un linaje
osteogénco. A continuacion, procedimos a buscar posibles diferencias
en el perfil de expresion de proteinas de los hepatocitos obtenidos con
los protocolos CDH1 y 2. Se emple6 un analisis proteémico DIGE y se
encontraron diferencias de expresién en 39 proteinas. De ellas, 17
pudieron ser identificadas. Curiosamente las células tratadas con CDH2
presentaban proteinas como adenina fosforibosiltransfersasa (APRT),
catepsina B y D, triosafosfato isomerasa, pirofosfatasa inorganica,
peptidil-prolil ~ cis-trans isomerasa A o0 cadena [ L-lactato
deshidrogenasa (LDH) elevadas al compararlas con células
diferenciadas con CDH1 o UC. Todas estas proteinas han sido
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relacionadas con la progresién de tumores en el higado y metastasis ***

165 Asi, APRT ha sido detectada en el suero de pacientes con HCC *®.
Cathepsina D, por ejemplo, es un mediador clave en la regulacion de la
proliferacién celular, angiogénesis y apoptosis **’. La formacién de
tumores estd generalmente unida al incremento de actividades
enzimaticas glicoliticas como triosafosfato isomerasa *°® y LDH %% 17°,
También se ha relacionado un incremento de pirofosfatasa inorganica
en pacientes que sufren HCC *™. Por dltimo, peptidil-prolil cis-trans
isomerasa A ha sido implicada en varios procesos patoldgicos entre los
que se encuentra el HCC 72,

En contraste, otras proteinas relacionadas con la supresion o
inhibicidn de tumores estaban presentes en las células diferenciadas con
CDHI1. Una de esas proteinas es la cadena  de la tropomiosina que
favorece la estabilizacion de los filamentos de actina impidiendo asi la
transformacion tumoral de hepatocitos "%, Otra es transgelina, que
aunque es una proteina especifica de células de musculo vascular actla
como una proteina supresora de tumores. De hecho, la regidn
promotora del gen estd altamente metilado en pacientes con HCC lo
que provoca una disminucién de la traduccion proteica *’*. También se
encontrd en este estudio la expresion alterada de la proteina Anexina
Ab5. Las anexinas constituyen una familia de proteinas reguladas por
iones calcio que se unen a los fosfolipidos que componen la membrana
plasmatica celular participando en procesos bioldgicos como la
sefializacion celular, transporte de iones division celular y apoptosis .

En base a estos resultados que relacionaban a las células

diferenciadas con CDH2 con un fenotipo tumoral, se determinaron los
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niveles proteicos de uno de los genes supresores de tumores por
excelencia, p53. Esta proteina estd implicada en multiples procesos
celulares como el control del ciclo celular, apoptosis, ADN reparacion,
angiogénesis...y su supresion favorece el desarrollo de tumores como
el HCC. La pérdida de p53 ha sido descrita entre el 30-60% de los HCC
178 |os resultados obtenidos por western-blot iban en el sentido de los
obtenidos por el andlisis protedbmico DIGE, donde las células
diferenciadas con CDH2 contenian menos p53 en comparacion con
celulas indiferenciadas Cl o con células tratadas con CDH1.
Profundizando si las células sometidas al protocolo CDH2
estaban adquiriendo caracteristicas de células tumorales, procedimos a
analizar el inmunofenotipo que presentaban las MSC al finalizar el
proceso de diferenciacién con ambos protocolos. Los datos iban en
consonancia con los obtenidos en otros ensayos, y las células
diferenciadas con el protocolo CDH2 presentaban mayor expresion de
ciertos marcadores de superficie relacionados con el HCC '’ en
relacion a los niveles encontrados en MSC diferenciadas con el
protocolo CDH1 y CI. Uno de estos marcadores es CD13, una
aminopeptidasa con actividad metaloproteinasa que juega un papel
fundamental en la angiogénesis, invasividad y metastasis en procesos
tumorales como HCC '8, En otro estudio se ha relacionado incluso la
presencia de CD13 en la superficie celular con la resistencia a la
quimioterapia *’°. Otro marcador que se identificé fue CD49e (integrina
a5), cuyo expresion también se encuentra elevada en lineas celulares de
HCC . Las células diferenciadas con CDH2 también elevaron los
niveles de expresion de VEGFR2, elemento clave en la regulacion de
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procesos neo-angiogénicos que determinan el crecimiento y la
metastasis tumoral en muchos tipos de cancer como el HCC. De hecho
en hepatocitos tumorales se ha encontrado una sobre-expresion de
VEGFR2 ¥, Por altimo, se identificé un incremento en los niveles de
CD133, marcador que define a una poblacién de CSC en el higado .

Cada vez existen mas evidencias que asocian alteraciones en la
regulacion de las SC y la generacién de CSC 8 '8 Estas CSC tienen
una alta tasa proliferativa y podria ser el origen de algunos canceres o
pueden favorecer la progresion de procesos tumorales como el HCC *
188 En este sentido, las células diferenciadas con el protocolo CDH2,
desde el dia 14 de cultivo, ya presentaban mayor proliferacion que las
ceélulas diferenciadas con CDH1 o CI. Este resultado fue corroborado
por una mayor tincion de PCNA nuclear y un mayor porcentaje de
células que se encontraban en fase S.

Una de las propiedades principales de las CSC es su capacidad
de originar esferas en cultivo '*”. Parece que existe cierta relacion entre
la formacion de esperas y la conservacién de las propiedades
“stemness” en las CSC. En nuestro caso, todos los tipos de MSC, Cl y
tratadas con CDH1 o CDH2, son capaces de originar esferas primarias
y secundarias. Las esferas secundarian se sembraron en dilucion clonal,
lo que permitia distinguirlas de aglutinaciones celulares. Si cabe
destacar, que el nimero tanto de esferas primarias como secundarias es

mayor en las células tratadas con CDH2.
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En resumen, las MSC purificadas desde MO podrian ser
una poblacion muy adecuada para conseguir células semejantes a
hepatocitos funcionales. EI proceso de diferenciacion hacia
hepatocitos desde MSC no es unilateral. Distintas combinaciones de
citoquinas y factores de crecimiento originan hepatocitos in vitro.
Este diferenciacion hacia hepatocitos es independiente de la ruta
Whnt/p-catenina. Pero si durante el transcurso de este proceso
diferenciador se p-catenina se trasloca al ndcleo, las ceélulas
resultantes desarrollan un fenotipo tumoral.

De este modo, el microambiente o la exposicion a
determinados tratamientos como glucocorticoides podrian generar
cambios moleculares en las BM-SC que podrian contribuir o
promocionar tumores como el HCC. Este hallazgo implica la
necesidad de profundizar en la investigacion con BM-SC para la
realizacién de una terapia celular eficaz frente a diversas

patologias hepaticas.
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BLOQUE 2: Papel de la movilizacion de células madre de médula
Osea en pacientes con patologias hepéticas

Los pacientes que han sido sometidos a una reseccion hepatica
por distintas patologias en el higado, son capaces de restaurar la masa
hepética y la funcionalidad hepéatica después de 7 y 15 dias después de
la intervencion quirtrgica. Este hecho pone de manifiesto que la
regeneracion hepatica es un proceso muy bien orquestado por cascadas
de sefializacion intracelular en las que participan diversos factores de
crecimiento, citoquinas, quimioquinas y enzimas remodeladoras de la
matriz extracelular que estimulan la proliferacion de las células del
parénquima hepético y a su vez restauran el sistema vascular. Se cree
que los propios hepatocitos remanentes, son los encargados de iniciar el
proceso regenerativo, ya que, inmediatamente después de producirse
una lesion en el higado, abandonan su estado normal de quiescencia y
se multiplican en ntimero ®. Sin embargo, los hepatocitos pierden esta
capacidad autorenovadora ante un dafio crénico o severo **°. Algunos
investigadores creen que los HPC son las células que tomarian el
relevo. No obstante, otros investigadores han postulado que las BM-SC
podrian favorecer y contribuir a la regeneracién hepatica y ser una

fuente alternativa de nuevos hepatocitos *.

Sin embargo, esta
afirmacion es aun controvertida, ya que no en todos los trabajos de
investigacion que abordan esta tematica se observa una participacién de
la MO en el proceso regenerativo ante un dafio en el higado *°* 1%,

Basandonos en esta controversia este estudio evalud si la

movilizacion de células CD34" desde la MO contribuye al proceso
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regenerativo en el higado. Para ello, se analizo el porcentaje de células
CD34" en la sangre periférica de pacientes con distintas patologias
hepaticas y que habian sido sometidos a HP. Los resultados muestran
que solo el 42,4% de los pacientes incluidos en el estudio, aumentan el
porcentaje de células CD34" en sangre periférica 72 h después de la
reseccion hepética. En base a estos resultados los pacientes se
dividieron en dos grupos: G1 (aumentaron el nimero de células CD34")
y G2 (disminuyeron o igualaron el nimero de células CD34").

El andlisis del inmunofenotipo de estds células mostré la
presencia de otros marcadores de superficie caracteristicos de BM-SC.
Lo cuél podria indicar que el origen de estas células CD34" circulantes
en sangre periférica podria ser la MO. Con lo cual, tenemos unos
pacientes capaces de movilizar una poblacion de BM-SC (G1) y otros
no movilizadores (G2).

Estos resultados van en consonancia con la bibliografia actual
doénde unos autores detectan movilizacion de BM-SC hacia la sangre
periférica y otros no. Una razdn que explicaria esta diferencia en los
resultados podria ser que se desconoce cudl es el estimulo que dispara
el proceso movilizador desde la MO. En un principio se postulé que la
enfermedad subyacente del paciente podria ser la responsable de iniciar
la movilizacién celular desde la MO %, Sin embargo esta afirmacion
no esta clara, ya que Gehling et al. encontraron un incremento de
células CD133" procedentes de la MO en la sangre periférica en
donantes de higado sanos que habian sido sometidos a una HP para
participar en un transplante in vivo '°. De hecho, muchos

investigadores creen que la HP es realmente la responsable de
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comenzar el proceso movilizador de BM-SC hacia el higado. Asi, se ha
observado una movilizacién de células CD34" tanto en modelos
experimentales de dafio hepatico como en pacientes con distintas
patologias hepaticas que habian sido sometidos a una HP sin que se
requiera un tratamiento previo con G-CSF **. De hecho, en un estudio
comparativo con pacientes que sufren distintas dolencias hepaticas, se
detectd6 una mayor movilizacion de células CD34" en aquellos que
habfan sido sometidos a una HP **. Incluso se ha postulado que el
nimero de BM-SC movilizadas en sangre periférica podria ser
proporcional al porcentaje de reseccion que han sufrido los pacientes
1% No obstante, otros autores creen que el grado de movilizacién tras
una HP depende del estadio y del tipo de lesién hepatica **’. Lemoli et
al. demostraron que cambios en los niveles de movilizacion de células
madre endoteliales y de células CD34" en el torrente circulatorio de
pacientes sometidos a un THO o a una HP son proporcionales a los
niveles séricos de cigtouinas y factores de crecimiento que posean. *

Sin embargo, en otros estudios no se ha detectado la
movilizacion de BM-SC hacia el higado. Di Campli et al. no
encontraron un incremento del nimero de células CD34" en la sangre
periférica de pacientes que sufrieran ni patologias hepaticas agudas ni
crénicas, ni incluso, en pacientes sometidos a una HP **. Otros
investigadores tampoco detectaron la presencia ni contribucion de BM-
SC en recuperar la funcionalidadn tisular normal tras un THO 2.

En los dos tipos de pacientes encontrados en este estudio (G1 y
G2) no se encontro ninguna correlacion entre el namero de células

CD34" movilizadas, el sexo, edad, porcentaje de reseccion o patologias
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hepéticas de los pacientes. Por tanto, nuestro estudio podria validar
todos los resultados ambiguos encontrados sobre la relacion entre
movilizacién e higado.

Independientemente del porcentaje de movilizacién conseguido
en cada tipo de pacientes, comprobamos si estas células CD34" son
capaces de anclarse en el parénquima hepatico en mayor 0 menor
medida. La tincion inmuohistoquimica para CD34 puso de manifiesto
gue ambos tipos de pacientes tenian células positivas en el parénquima
hepatico antes de la HP. Curiosamente los pacientes G2 (no
movilizadores) presentaban un mayor nimero de células positivas para
el marcador CD34 en el tejido. Este resultado va en consonancia con el
alto porcentaje de células CD34" en sangre periférica antes de la HP (0
h), que fue superior en pacientes G2. Parece que los pacientes incluidos
en el grupo G2 han iniciado una movilizacion desde la MO antes de la
reseccion hepatica.

Para comprobarlo estudiamos el establecimiento del eje SDF-
1/CXCR-4 que juega un papel fundamental en el anclaje de las BMSC
en el parénquima de un higado dafiado %** 22 . Las BMSC abandonan la
MO vy viajan a traves del torrente circulatorio siguiendo el gradiente de
SDF-1 que se establece entre la MO vy el tejido dafiado ** 2%,
Finalmente, las células CD34" son capaces de hospedarse en su diana
porque presenta en superficie el marcador CXCR-4, receptor del SDF-
1 2%, Los datos obtenidos en este sentido mostraron que tanto en
pacientes G1 como en pacientes G2 participaba el eje SDF-1/CXCR-4.
En biopsias hepéticas de ambos tipos de pacientes antes de la reseccion
hepatica (0 h), los pacientes G2, presentan mayor numero de células

Tesis Doctoral Carmen M Herencia Bellido
177



Bloque 3 Discusion

positivas tanto para SDF-1 como para CXCR-4. De igual manera, se
determinaron los niveles de SDF-1 solubles en el plasma de ambos
tipos de pacientes a las 0 h y 72 h después de la HP, y se encontrd que
los niveles de SDF-1 eran significativamente superiores también en G2.
De tal manera, que estos pacientes mal denominados no movilizadores,
han iniciado un proceso movilizador hacia el higado antes de la
reseccion hepatica. En base a estos resultados, podemos afirmar que la
HP no seria un estimulo suficiente para desencadenar la movilizacién
de BM-SC hacia el higado, sino méas bien otros factores o rutas de
sefializacion.

Por otro lado, se determinaron los niveles séricos de citoquinas,
quimioquinas, interleuquinas, enzimas proteoliticas de la matriz
extracelular asi como factores de crecimiento, relacionados con la
biologia de las BM-SC y de las células hepaticas, antes (0 h) y 72 h
después de la HP 2% 2% De esta manera intentaremos determinar cuél
podria ser el disparador de la movilizacion celular desde la MO. Una de
las citoquinas fue SCF, clave para mantener la supervivencia y
proliferacion de las BMSC 2. Los resultados mostraron niveles
significativamente superiores de SCF en pacientes G1 después de la HP
y en pacientes G2 a 0 h. También se determinaron los niveles de MMP-
2, una metaloproteasa sintetizada por los neutrofilos de la MO que
degrada la matriz osea permitiendo la liberacion de las BMSC al
torrente circulatorio 1. En este caso los pacientes G2, presentaban
mayor nivel de MMP-2 sérica antes (0 h) y 72 h después de la
intervencion quirdrgica. Del mismo modo, se analizaron los niveles

séricos de factores de crecimiento relacionados con la proliferacion y
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supervivencia de las células del higado como HGF y TGF-B. Ambos
tipos de pacientes, presentaban valores de HGF mas elevados a las 72 h
de una HP. Sin embargo, los niveles de TGF-f3 mas bajos en pacientes
G2 que en pacientes G1 a las 72 h de la HP. Finalmente se analiz6 la
presencia de 1L-12 soluble, elemento de respuesta ante el desarrollo de
un proceso inflamatorio, que se le ha relacionado el reclamo de las
BMSC. En este caso, los valores de IL-12, fueron significativamente
superiores en los pacientes G1 después de la HP, en lugar de los
pacientes G2 ddénde estos niveles fueron superiores a las 0 h. Parece
que los niveles de ciertos elementos reguladores implicados en la
movilizacién hepatica asi como en el proceso regenerativo en el higado
es mayor en los pacientes G1 a las 72 h de la reseccion hepatica
mientras que en los pacientes G2 ya se encuentran elevados antes de la
HP. Estos resultados van en consonancia con nuestra hipétesis de que
el proceso movilizador en G2 fue anterior a la HP.

En la actualidad se debate si realmente las BM-SC son las
encargadas de restaurar una lesién en el higado cuando los hepatocitos
y los HPC tienen reducida su potencialidad o si realmente colaboran de
forma sinérgica los tres tipos de poblaciones. Para estudiar este aspecto,
determinamos la presencia de Ki67, marcador especifico de hepatocitos
en estado proliferativo, y de OV-6, proteina especifica de los HPC. De
nuevo, tanto G1 como G2 contenian celulas positivas para ambos
marcadores en el parénguima hepatico antes de la HP, pero la tincion
fue mas intensa en los pacientes G2. Este hecho corrobor6 que los
mecanismos de regeneracion hepatica no son exlcuyentes y que varias
estrategias co-existen en espacio y tiempo incrementando el nimero de

hepatocitos.
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En resumen, los pacientes incluidos en el grupo G1, eran
capaces de movilizar células CD34" 72 h después de una reseccion
hepatica, y esta movilizacion estaba regulada principalmente por el
eje SDF-1/CXCR-4 y la citoquina SCF. Estas células circulantes
CD34", eran capaces de alojarse en el parénquima hepatico de estos
pacientes donde favorecen la regeneracién hepéatica mediante la
activacion de ciertos elementos reguladores como HGF e IL-12. Por
el contrario, en el grupo G2, los pacientes relnen una serie de
caracteristicas antes de la intervencion quirdrgica como la
presencia de células positivas para CD34, SDF-1, CXCR-4 en el
parénquima hepatico, o niveles séricos de SCF, SDF-1, y MMP-2
superiores a los pacientes G1, que podrian indicar que estos
pacientes ya habian desencadenado un proceso movilizador
anterior a la HP. En este sentido, también presentaban niveles
superiores de HGF, IL-12 y Ki67, asi como niveles inferiores de
TGF-B, que se relacionan con la regeneracion hepatica. Por tanto,
los niveles circulantes de factores relacionados con la biologia de
las BMSC podrian ser los determinantes para iniciar un
movilizador desde la MO hasta el higado. Este proceso finalmente
puede coincidir con otras estrategias regenerativas como las de los

hepatocitos o los HPC
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BLOQUE 3: Terapia celular en un modelo experimental de dafio

hepatico agudo

La medicina regenerativa y las SC podrian constituir una
alternativa eficaz frente a distintas patologias hepaticas 2. Para realizar
una terapia celular adecuada se requiere un elevado nimero de células
y que éstas sean compatibles con el propio paciente evitando asi el
desarrollo de un rechazo inmunolégico.

En base a estos condicionantes, las SC que se encuentran en la
MO podrian ser buenas candidatas para utilizarlas en medicina
regenerativa. De todas las poblaciones celulares de la MO, las MSC
destacan por su potencial proliferativo, su plasticidad para diferenciarse
a multiples tipos celulares como osteoblastos, adipocitos, condrocitos
cardiomiocitos, hepatocitos, células endoteliales o neuronas..., y su
capacidad para modular el sistema inmune 2°°. De hecho, Cho et al.
compararon frente a un dafio hepatico el potencial regenerativo de tres
poblaciones celulares, HSC, MSC vy células mononucleares. De todas,
parece que las MSC podrian ser las mas adecuadas para recuperar la
funcionalidad en el higado ?'°. Estas MSC se han utilizado en diversos
modelos experimentales de dafio hepatico, y se han obtenido resultados
esperanzadores. En un estudio con cerdos con un fallo hepético
fulminante, el transplante intraportal de MSC consiguio prevenir la

21 En otro modelo

muerte celular en el parénquima tisular
experimental con ratas que habian desarrollado un proceso de fibrosis
en el higado, la infusion de MSC consiguid reducir de forma

significativa la lesion 2*2. En otro estudio en ratones se obtuvieron
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resultados semejanes. En este caso los autores transplantaron MSC o
HSC, para comparar el efecto beneficioso de cada una por separado y
con una infusion conjunta. Los autores encontraron que las MSC solas
era capaces de desarrollar un efecto anti-fibrotico y anti-inflamatorio
més potente que las HSC %3,

En la actualidad se desconoce como las MSC son capaces de
favorecer la regeneracion en el higado. Algunas autores indican que las
MSC se alojan en el parénguima hepatico y se diferencian in vivo hacia
hepatocitos ***. Aunque, Popp et al. transplantaron MSC en ratas que
padecian una lesion cronica en el higado, y no consiguieron reducir el
dafio #*°. En este mismo sentido, otros autores ante un dafio crénico en
el higado tampoco consiguieron encontrar céelulas en el parénquima
hepético diferenciadas a hepatocitos desde MSC, sino que méas bien
demostraron que estas MSC tenian potencial para promover el
desarrollo de una fibrosis #° 2.

Recientemente se ha puesto de manifiesto que las MSC podrian
desarrollar un efecto beneficioso mediante mecanismos paracrinos 2%,
En varios trabajos de investigacion se ha conseguido revertir lesiones
de distinta naturaleza en el higado, infundiendo simplemente los
factores 0 moléculas que las MSC secretan al medio ?'° . Existen
varios trabajos de investigacion en los cuales los animales recibieron el
medio de cultivo concentrado de las MSC y consiguieron recuperar la
funcionalidad del higado 4° %0 1,

En esta tesis doctoral se evalu6 el papel que podrian
desempefiar las MSC o el lisado de las mismas en un modelo

experimental de dafio agudo en ratas. Para ello, los animales recibieron
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una inyeccién intraperitoneal de TAA un toxico hepatoespecifico que a
dosis altas provoca una muerte celular masiva en el parénquima
hepatico tras 48 h. El objetivo del estudio fue revertir la lesion hepatica
con una terapia celular con MSC o con su lisado. Para ello, los
animales recibieron una infusion de 3 x 10° de MSC, o una infusién del
lisado de 3 x 10° de MSC.

Las MSC utilizadas en este estudio fueron seleccionadas desde
la MO de donantes sanos, y expandidas en cultivos in vitro hasta
obtener un namero celular necesario. A continuacion se comprob6 que
las MSC obtenidas mantenian en superficie un inmunofenotipo
caracteristico de células de origen mesenquimal y que conservaban
potencialidad para originar distintos tipos celulares maduros como
osteoblastos o adipocitos.

Las MSC o sus lisados fueron infundidos a las 18 h de recibir el
tratamiento con TAA, cuando la lesion todavia no ha alcanzado un
grado méaximo. La presencia de células CD90" humanas alrededor de
las areas necréticas reveld que las MSC eran capaces de reconocer un
dafio en el parénquima hepéatico y hospedarse en €l tras 30 h de
tratamiento.

Los distintos grupos de animales fueron sacrificados a las 48 h
de recibir el tratamiento de TAA. La bioquimica de todos los grupos
demostr6 que las ratas tratadas con TAA desarrollaban una
insuficiencia hepatica con respecto a las ratas SO. Las ratas tratadas con
TAA presentaban valores séricos elevados de parametros relacionados
con el dafio hepatico como transaminasas (AST y ALT). La infusion de

MSC o sus lisados disminuyo significativamente todos estos
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pardmetros con respecto a las ratas tratadas con TAA. En el caso
concreto de los lisados, la reduccidon en los valores de las transaminasas
fue significativamente mas baja que la alcanzada con la infusion de las
MSC. Incluso, los niveles de ALT son semejantes a los que poseen las
ratas SO. Estos resultados fueron corroborados con tinciones
histolégicos de hematoxilina-eosina y tricromico de Masson
observando una mayor funcionalidad del parénquima hepatico tras la
infusion de células en forma de lisados. Ademas, TAA produce una
rotura de la arquitectura caracteristica del lobulillo hepético. Los
hepatocitos pierden las moléculas de adhesion que permiten la union
con otras proteinas como [-catenina. En este caso, Unicamente la
infusion de los lisados celulares consiguio re-establecer la presencia de
B-catenina en la membrana plasmatica de las células del paréquima re-
establecimiento asi la formacion de filas de hepatocitos a modo de
cordones celulares alrededor de la vena central.

De esta manera, nuestros resultados indican que ante el
desarrollo de un proceso de muerte por necrosis y apoptosis en el
higado las MSC son capaces de alcanzar el tejido, alojarse en el
parénquima y acelerar el re-establecimiento de la funcionalidad
hepética. Si bien, la infusion del contenido intracelular de estas MSC
parece ser mas efectivo que el transplante de la célula completa.

Sin embargo, se desconocen cuéles son los mecanismos de
sefializacion que desencadenan estas MSC o sus lisados para conseguir
revertir el dafio hepatico producido por TAA. En la bibliografia no
existen muchas evidencias sobre cudl es la ruta diana de las MSC ante

una lesion en el higado. Pan et al. encontraron que una inactivacion de
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la cascada de sefializacion MEK/ERK en hepatocitos de ratas, mejoraba
el dafio tisular originado por un largo proceso de isquemia/reperfusion
221 "En otro trabajo, Lam et al demostraron que la activacion de la ruta
Stat3 en MSC, dependiente de IL-6, favorecia la diferenciacion
hepética, asi como la proliferacion de las células que conforman el
parénquima hepatico, favoreciendo por tanto, un proceso regenerativo
en el higado %%.

En este modelo experimental co TAA, se evalud si la terapia
celular era capaz de activar la proliferacion de los hepatocitos, principal
componente celular del parénquima hepatico. Para ello, determinamos
la presencia de marcadores moleculares relacionados con la division
celular como PCNA nuclear, y la expresion de genes reguladores de la
entrada del ciclo celular como ciclina D1. Los resultados mostraron
como Unicamente ante la presencia de MSC o de sus lisados se
promovid la division de hepatocitos. En este caso no se encontraron
diferencias significativas entre la infusion de MSC o de sus lisados.

Existen indicios que permiten relacionar que el efecto
beneficioso de las MSC es a través del desencadenamiento de una
inhibicidn de un proceso oxidativo y una disminucién de la apoptosis
en las células hepaticas *’. En nuestro caso, como TAA genera un
modelo de muerte por apoptosis y necrosis, analizaremos la posible
implicacion de rutas relacionadas con la antiapoptosis como PI3K/Akt
223 v 1a supervivencia celular como NFKB ?%*. Los resultados mostraron
que las ratas tratadas uUnicamente con TAA presentaban una
disminucion en los niveles de Akt-fosforilado, efector final de la ruta
PI3K/Akt, asi como de NFKB mientras que mantenia elevados los
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niveles de IkBa, inhibidor especifico de NFkB. Sin embargo, tras la
infusién de MSC o de sus lisados, se consigue restaurar los niveles de
Akt fosforilado semejantes a los que poseen una rata SO. Ademas,
favorecen el aumento de los niveles de NFkB, asi como la disminucion
de su inhibidor, IkBa. No se encontraron diferencias significativas entre
el uso de MSC enteras o0 en su forma de lisados.

De esta manera podemos afirmar que las MSC, en cualquiera de
sus formas, son capaces de desencadenar un efecto beneficioso en el
higado de ratas que habian recibido un tratamiento con TAA a través de
la activacion de las rutas Akt y NFkB. Parece que esta recuperacion en
la funcionalidad tisular es especifica de las MSC, porque cuando se
transplantan otro tipo celular como las MNC de sangre periférica de
ratas no se consigue disminuir los pardmetros de dafio ni a nivel sérico
ni histoldgico.

La diferencia encontrada en el uso terapéutico de ambos tipos
celulares, podria estar en el contenido intracelular que componen a las
MSC y a las MNC ?*. De hecho, las MSC poseen un alto nivel de IL-6
en comparacion con las MNC. Esta interleuquina es clave durante las
primeras etapas de la regeneracién hepatica y media la activacion de
diferentes cascadas de sefializacion que participan en dicho proceso

regnerativo %%

. Ademés las MSC presentan elevados niveles de
expresion de miRNA-124a y miRNA-125b. Los miRNA son pequefias
secuencias de ARN no nodificante que regulan la expresién de ciertos
genes a nivel post-transcripcional tras unirse a secuencias no
condificantes en el extremo 3°(3"-UTR). Los miRNA encontrados en

estas MSC estan relacionados con el desarrollo de efectos anti-
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proliferativo y anti-apoptéticos a través de la activacion de la ruta
NFkB 22° 27 También se encontrd una disminucion en los niveles de
expresion de miRNA-155. En la bibliografia se ha relacionado a este
miRNA-155 en el higado, con la produccion de TNFa, que a su vez se

asocia una baja capacidad proliferativa celular.

En resumen, por sus caracteristicas bioldgicas las MSC de
MO podrian ser un buen candidato para utilizarse como
instrumento en medicina regenerativa. En un modelo experimental
de dafio hepatico agudo producido por la inyeccion intraperitoneal
de una dosis elevada de TAA, tras la infusion intraportal de MSC
se ha comprobado que se alojan en el parénquima hepatico y
favorecen un proceso regenerativo en el higado. Las MSC fueron
transplantadas de dos formas, intactas o en forma de lisados.
Ambas formas son efectivas frente a una lesion hepética y
disminuyen los parametros de dafio hepatico y de muerte. Los
animales que recibieron la infusiébn de MSC en lisados, recuperé
mas rapidamente la funcionalidad normal del higado. Las MSC
per se o los lisados son capaces de activar el proceso regenerativo
en el higado estimulando la proliferacion de los distintos
componentes celulares. Parece que este efecto beneficioso por
parte de las MSC transcurre mediante la activacion de la ruta
NFkB y Akt, por un alto contenido intracelular de IL-6 y la

presencia de microRNA claves en el control y regulacion de NFkB.
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Conclusion

1. Las células madre mesenquimales de médula
Osea poseen potencialidad para originar células

semejantes a hepatocitos funcionales.

2. La modulacién de la ruta Wnt/B-catenina no es
un elemento clave para la obtencion de
marcadores hepatoespecificos en células madre
mesenquimales de médula oOsea diferenciadas a

hepatocitos.

3. La activacion de la ruta Wnt/ p-catenina
durante el proceso de diferenciacion de células
madre  mesenquimales hacia  hepatocitos

conduce a la generacion de un fenotipo tumoral.

4. El nivel de movilizacion de células CD34" desde
la meédula ésea hacia la sangre periférica
depende de los niveles séricos de ciertas
citoquinas claves en el proceso regenerativo. Por
tanto, la hepatectomia parcial no es un estimulo
suficiente para disparar el proceso movilizador

desde la médula 6sea.
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. Existe una correlacion positiva entre el grado de
mobilizacion previo a la reseccion hepética y la
expresion hepatica de SDF-1y CXCRA4.

. Durante el proceso de regeneracion hepética
activado por una hepatectomia intervienen de
forma simultanea hepatocitos, células
progenitoras hepéaticas y celulas madre
movilzadas desde la medula o¢sea. vias de

regeneracion

. La inyeccion intraperitoneal de tioacetamida
conduce a un dafio hepatico originado por
necrosis y apoptosis del parénquima hepatico.

. La infusion intraportal de una poblacién de
células madre mesenquimales intactas o del
lisado celular de estas células mejora la
funcionalidad hepética, incrementa la
proliferacién y disminuye la apoptosis en ratas
tratadas con tioacetamida.

. El efecto beneficioso de las celulas madre
mesenquimales en un modelo experimental de

dafio hepatico agudo podria ser debido a la
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presencia de altos niveles intra-celulares de IL-6
y de los miRNA 124ay 125b.

10. Comparativamente la infusion del lisado de
células madre mesenquimales en un modelo
experimental de dafio hepéatico agudo recupera
la funcionalidad hepatica mejor que el
transplante de células madre mesenquimales

intactas.
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Abstract

Background The involvement of bone marrow hematopoietic stem cells (BMHSC) mobilization during liver regeneration
from hepatectomized patients is under debate. The main aim of this study was to investigate the role of BMHSC
mobilization after hepatic resection in 33 patients with liver disease.

Methods and Results Mobilization of CD34" BMHSC after 72 h of surgery was found in peripheral blood of some, but not
all, of the hepatectomized patients. These CD34 " cells co-expressed other stem cells markers. The patients without BMHSC
mobilization showed high levels of circulating and liver tissue BMHSC (CD34" cells) previous to surgery. Therefore, two
types of patients: “mobilizers” and “non-mobilizers” were distinguished based on the values of CD34" cells before and after
surgery. Changes in cytokines involved in the hepatic regeneration (HGF and TGF-{3), and in BMHSC mobilization process
(SCF, SDF-1, IL-12, or MMP-2), were detected in both groups. In addition, a higher activation previous to surgery of the
SDF-1/CXCR4 axis in liver tissue was observed in non mobilizers patients compared to mobilizer patients.

Conclusion BMHSC mobilization seems to be associated with variations in the levels of cytokines and proteolytic enzymes
involved in hepatic regeneration and bone marrow matrix degradation. Hepatectomy may be an insufficient stimulus for BMSHC
mobilization. The pre-hepatectomy higher levels CD34" cells in peripheral blood and liver, associated to the activation of
hepatic SDF-1/CXCR4 axis, suggest a BMHSC mobilization process previous to surgery in non mobilizer patients.

Keywords Bone marrow hematopoietic stem cells -
Hepatic regeneration - Mobilization - SDF-1/CXCR4- axis
Introduction

Liver regeneration after partial hepatectomy is a very complex
and well-orchestrated phenomenon associated with signaling
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cascades involving growth factors, cytokines, chemokines,
matrix remodeling, and several feedbacks stimulating and
inhibitory cell growth-related signals.'> During this process,
the source of new hepatocytes remains as a key unanswered
question.” Hepatocytes themselves have been proposed as
the main cells involved in this hepatic regeneration.* Many
studies have described the capability of these cells to
modulate the final hepatic mass after an orthotopic liver
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transplant or hepatectomy.” However, under specific con-
ditions of liver damage, these hepatocytes lose substantially
the capability to regenerate the liver.® In these circumstances,
other types of cells, such as bone marrow hematopoietic
stem cells (BMHSC) or hepatic progenitors cells contribute
to hepatic regeneration,®®’ serving as an alternative source
of hepatocytes in damaged livers.*’ Bone marrow has a
heterogeneous population of stem and progenitor cells,
which have the capacity to differentiate into hepatocytes.
These cells might participate in hepatic regeneration after
hepatectomy through a BMHSC mobilization process.

In renal and cardiac injury models, it has been reported
that BMHSC are mobilized from the bone marrow to the
bloodstream with destination to the damaged organ.'®'" In
relation to hepatectomy, some studies have shown an
involvement of BMHSC in hepatic regeneration after
hepatic resection or chronic hepatic diseases'*'® while
others did not.'*!? Therefore, the mobilization of stem cells
from bone marrow to bloodstream after hepatectomy is
unclear.

Based on the hypothesis that BMSHC may contribute to
liver repair after hepatectomy, and that these cells must be
present in the circulation before reaching the liver, we have
investigated the number and type of CD34" cells in peripheral
blood from hepatectomized patients. Once the CD34"
hematopoietic stem cells are released into peripheral blood,
these cells migrate and anchor to the liver in response to
stress signals, to changes in the levels of cytokines and/or
after activation of SDF-1/CXCR#4 axis.'® SDF-1 was the first
chemoattractant reported for human CD34" hematopoietic
stem cells and SDF-1/CXCR4 interaction regulates the
homing and repopulation of stem cells into injured organ.'’
An altered response to SDF-1 may be associated with CD34"
progenitor cells mobilization.'®

In this study, we analyzed the relationships between
BMHSC mobilization, cytokines associated to hepatic
regeneration and bone marrow matrix degradation, and the
activation of the SDF-1/CXCR4 axis in hepatectomized
patients.

Material and Methods
Patients

The study included 33 consecutive patients admitted to the
hospital for medically indicated hepatectomy. Hepatic
biopsies (during the surgery) and blood samples before
(0 h) and 72 h after surgery were obtained from all the
patients. All patients underwent anesthesia and laparotomy.
The clinical characteristics of the patients included in this
study are included in Table 1. The study protocol was

@ Springer

approved by the local ethics committee of the Reina Sofia
University Hospital and conformed to the ethical guidelines
of the 1975 Declaration of Helsinki. Written informed
consent was obtained from all patients included in the
study.

Hepatectomy Procedure

Liver anatomy terms used are based on Couinaud’s
classification. Liver parenchymal transection was accom-
plished using an ultrasonic dissector. Intermittent inflow
occlusion was applied when necessary. The cut surface of
the liver was secured with TissueLink (TissueLink Medical
Inc, Dover, NH, USA), electrocautery, and clips. Vessels
more than 2 mm in diameter were ligated or sutured with 4/
5-0 stitches. At the end of hepatectomy, the raw surface of
the liver was carefully assessed to rule out bleeding or bile
leakage.

Flow Cytometry Analysis

The presence of CD34 " cells, at 0 and 72 h after of surgery,
was quantified in peripheral blood using flow citometry.
The immunophenotype of the CD34" circulating cells in
peripheral blood was also evaluated by conventional dual
color immunofluorescence using fluorescein isothiocyanate
(FITC)-conjugated CD34 and phycoerythrin (PE)-conjugated
monoclonal antibodies: anti-CD45 from Sigma Aldrich
(Sigma, Saint Louis, MI, USA), anti-CD90 and anti- CXCR4
from Becton Dickinson (Becton, Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, USA) and anti-CD117 and anti- CD133 from
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Germany). To this
end, 5x10% cells were acquired by flow cytometry
(FACSCalibur; Becton Dickinson) excluding cellular
debris in a side scatter/forward scatter dot plot and
analyzed using CellQuest software. The percentage of
positive cells was calculated after subtraction of back-
ground fluorescence as measured with the appropriate
isotype control mouse PE-IgG2a and mouse FITC-IgG1
(Miltenyi Biotec).

Cytokine Levels Determination

Serum and plasma levels of cytokines, stem cell factor
(SCF), stromal derived factor 1 (SDF-1), interleukine 12
(IL-12), hepatocyte growth factor (HGF), transforming
growth factor-f (TGF-3), and MMP-2 protease were
measured at 0 and 72 h after surgery by using high-
sensitivity ELISA. TGF-3 and IL-12 kits were purchased
from BenderMedsystems (Vienna, Austria), SCF, SDF-1,
and MMP-2 kits were purchased from R&D Systems
(Wiesbaden, Germany), and HGF kit was purchased from
Biosource International (Camarillo, CA).
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Table 1 Characteristics of the patients included in the study

n Gender Age Mob. %Hx % CD34 cells 0 h Cirrhosis Mob. Patients in the group (%)
Primary tumors
HCC 1 Female 63 + 20 15.08 - 14
2 Male 71 - 25 13.80 -
3 Male 61 - 25 4.16 +
4 Male 57 - 2 9.03 +
5 Female 58 - 25 34.50 +
6 Male 63 - 20 15.15 +
7 Male 74 - 10 10.13 +
CHOL 1 Male 72 + 60 2.18 - 40
2 Male 57 + 30 10.00 -
3 Male 76 - 60 13.19 -
4 Male 71 - 60 19.42 -
5 Female 50 - 35 10.47
Gallbladder cancer 1 Female 72 + 15 5.40 - 67
2 Female 66 + 15 9.65 -
3 Female 77 - 15 25.5 -
Secundary tumors
Metastasis 1 Female 66 + 15 2.62 - 40
2 Male 70 + 10 4.89 -
3 Female 63 + 30 10.56 -
4 Female 48 + 60 11.73 -
5 Female 69 - 60 19.07 -
6 Female 60 - 30 15.73 -
7 Male 40 - 25 14.95 -
8 Female 41 - 15 28.08 -
9 Female 28 - 15 20.37 -
10 Female 70 - 30 23.96 -
Benign tumors
FNH 1 Male 27 + 60 3.8 - 50
Adenoma 2 Femal 76 + 10 1.62 -
FNH 4 Female 13 - 30 8.74 -
Hemangioma 5 Female 56 - 10 11.76 -
No tumoral lesions
Hydatic abscess 1 Male 76 + 60 6.09 - 60
Hydatic abscess 2 Female 46 + 60 6.18 -
Hydatic abscess 3 Male 43 + 20 12.1 -
Caroli 4 Male 65 - 60 13.33 -
Hematoma 5 Male 52 - 60 13.53 -

Immunohistochemical Analysis

Liver samples obtained from biopsies at 0 h were
immunostained in a DakoCytomation Autostainer Univer-
sal Staining System (Glostrup, Denmark), using anti-SDF-1
(5 pg/ml) and anti-CXCR4 (10 pg/ml) from eBioscense,
and anti-CD34 (1/100) and Ki67 (10 pg/ml) from Dako.
Labeled polymer-HRP anti-mouse and anti-rabbit from
Dako Envision + Dual Link System-HRP (DAB+) was

used. The quantification of positive staining in digital
images was performed using ImageJ software (developed
by Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA).

Statistical Analysis

Results are expressed as meanzstandard error. The data
were analyzed with the Wilcoxon’s test for paired data and
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Fig. 1 Bone marrow stem cells A
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ing hepatic resection. a Individual
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levels of CD34" cells in the
peripheral blood before (0 h) and
72 h after hepatectomy in G1 and
G2 patients (see text for details).
Values are expressed as mean=+
standard error. *p<0.001 vs. G1
at 0 h; ®»=0.002 vs. G1 at 0 h
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the Mann—Whitney’s test. A p<0.05 was considered
statistically significant. Data processing was performed
with the SPSS statistical package for Windows (11.0.1,
Chicago, IL, USA, http://www.spss.com).

Results

Circulating Levels of CD34" Cells in Hepatectomized
Patients

Circulating CD34" cells levels were measured before and
72 h after surgery in 33 consecutive hepatectomized
patients with different types of liver diseases. In 14 of 33
patients, the levels of circulating CD34" cells increased
72 h after hepatectomy as compared with the pre-
hepatectomy levels (0 h), whereas in the other 19 patients,
these values were lower or similar (Fig. 1a). Accordingly,
the group of patients with an increase in circulating CD34"
cells after 72 h of hepatectomy was designated as group 1

(G1), and the group of patients with lower or similar levels
of CD34" cells after 72 h was named as group 2 (G2). The
mean values of CD34" cells in peripheral blood from both
groups of patients are shown in Fig. 1b. Interestingly, G2
patients showed significant higher pre-hepatectomy levels
of CD34" cells than G1 patients. The clinical characteristics
of the patients are shown in Table 1. It is interesting to note
that the lowest percentage of mobilizer patients was
observed in the HCC group (14%) compared with other
liver pathologies. A large portion of the HCC patients
(71%) had cirrhosis as underlying liver disease. No
significant differences in BMHSC mobilization were
observed among other liver pathology groups.

Immunophenotype Analysis of CD34" Cells

CD34" cells detected in peripheral blood of G1 and G2
patients co-expressed other surface proteins and BMSC
markers such as CD45, CD90, CD117, CD133, and CXCR4
(Table 2). An increase in CD34'CD45%, CD34'CD90",

Table 2 Immunophenotype

analysis of CD34" cells G1 patients G2 patients G1 vs. G2 patients
% CD34+/CD45+ 0h 5.7+1.19 4.7+£0.73 ns
72 h 9.6+1.88" 1.8+£0.31 p=0.003
% CD34+/CD90+ 0h 4.6+0.94 3.4+1.28 ns
Immunophenotype of CD34" 72 h 7.1+1.59* 0.6+0.17 p=0.003
cells detected in peripheral blood % CD34+/CDI117+ 0h 0.5+0.07 0.3+0.05 ns
at0and 72 h after hepatectomy in 72 h 0.840.08° 0.240.03 p=0.005
G1 and G2 patients. The percen- o
tages were determined by two- % CD34+/CD133+ 0h 0.4+0.04 0.5+0.09 ns
color flow cytometry. Values are 72 h 0.7+0.09* 0.3+0.06 p=0.040
expressed as mean  standard % CD34+/CXCR4+ 0h 6.1+1.24 5.3+0.88 ns
error 72 h 9.6+1.84° 1.9+0.40 p=0.031

4p<0.001 vs. 0 h
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CD34°CD117", CD34°CD133", and CD34 CXCR4" levels
was observed in Gl patients after 72 h of hepatectomy.
Significantly, G2 patients showed higher pre-hepatectomy
levels of CXCR4, the single receptor for stromal-derived
factor-1 (SDF-1) than Gl patients (73%=%16.7% vs. 47%=
5.7%, p<0.05; Table 2).

Presence of CD34" Cells in the Liver

The potential presence of a CD34" hematopoietic stem cell
population in the liver previous to hepatectomy was
immunohistochemically evaluated in both groups of
patients. In all patients, a positive staining of CD34" cells
was observed in the hepatic parenchyma and sinusoids.
However, the CD34" immunostaining was remarkably
higher in G2 compared to G1 patients (Fig. 2).

Levels of CD34" Cells and the SDF-1/CXCR4 Axis

The relationship between CD34 " stem cells mobilization and
SDF-1/CXCR4 axis was studied in both groups of patients
Gl and G2. We analyzed the expression of SDF-1 and
CXCR4 by immunohistochemistry. SDF-1 staining was
positive in the bile ducts and parenchyma of livers from
both groups of patients, but it was significantly higher in
those from G2 patients (Fig. 3a, b). CXCR4 staining was
similar to that observed for SDF-1, with expression around
the central vein and parenchyma of livers from both groups
of patients. Similarly, a higher CXCR4 staining was
observed in livers from patients with lower levels of
circulating CD34" cells after 72 h of hepatectomy (G2),
(Fig. 3c, d). Figure 3e shows these significant differences in
SDF-1 and CXCR4 expression between G1 and G2 patients.

CD34" Cells Mobilization and Changes in Circulating
Levels of Cytokines

The circulating levels of cytokines involved in BMHSC
mobilization (SDF-1, SCF, IL-12, and MMP-2) and hepatic
regeneration (HGF, TGF-f3) were evaluated. A distinct
cytokine profile was observed in both groups of patients
(G1 and G2; Fig. 4). Previous to hepatectomy, higher levels
of SDF-1, SCF, IL-12, and MMP-2 were found in G2
compared to GI patients. On the contrary, after 72 h of
hepatectomy, the levels of cytokines involved with hepatic
regeneration such as HGF or TGF-b and MMP-2 were
lower in G2 patients than in G1 patients.

Association of BMHSC Mobilization and Hepatic
Regeneration

The presence of Ki67, as a marker of hepatocyte regener-
ation, was analyzed by immunohistochemistry in liver

CDh34
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Number of CD34+ cells per area

Fig. 2 Presence of a CD34" hematopoietic stem cell population in
liver. CD34" immunohistochemical staining in liver tissue from G1
patients (a) and G2 patients (b). A representative image from each
group of patients is displayed. Magnification: x20. Quantitative
analysis of CD34" immunohistochemical staining (c¢). CD34"
staining was quantified with Image J software “p<0.001 vs. Gl
patients

tissue of all the studied patients. The nuclear Ki67 staining
was positive in both Gland G2 patients. In G1 patients, the
Ki67 expression was mainly observed around central vein
and in sinusoidal cells. Comparatively, the Ki67 staining in
G2 patients was significantly more intense and localized in
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Fig. 3 Expression of SDF-1 and
CXCR4 in liver. a, b SDF-1
immunohistochemistry from liver
tissue of G1 and G2 patients. ¢, d
CXCR4 immunohistochemistry
from G1 and G2 patients. e
Levels of SDF-1 and CXCR4
were quantified from immuno-
histochemical staining in the
livers G1 and G2 patients. SDF-1
and CXCR4 staining was
quantified with Image J software.
Biopsies were obtained during
surgery (0 h). Values are expressed
as mean=+standard error. °p<0.001
vs. G1 patients group and
»<0.001 vs. G1 patients group.
Magnifications: x20
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G1

the parenchymal hepatocytes and in sinusoidal cells
(Fig. 5).

Discussion

This study was aimed to investigate the role of BMHSC
mobilization after hepatectomy in patients with hepatic
disease. A mobilization of CD34" BMHSC in some (14
from 33) but not all of the hepatectomized patients was
found. The pattern of co-expression of other surface
proteins and stem cell markers (CD45, CD90, CD117,
CD133, and CXCR4) with CD34" revealed their bone
marrow origin. Interestingly, the pre-hepatectomy levels of
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circulating CD34" cells were significantly higher in patients
without BMHSC mobilization (G2). Two distinct types of
patients (mobilizers and no mobilizers) were found after
hepatectomy. Our results suggest that hepatectomy is an
insufficient stimulus to induce BMHSC mobilization in
patients with hepatic disease and that not all hepatecto-
mized patients share the same stimuli to activate a BMHSC
mobilization process.

These data are in agreement with other studies, although
conflicting results have arisen regarding the role of the
mobilization of BMHSC in the hepatic regeneration. Some
studies have reported BMHSC mobilization in patients
subjected to hepatectomy,'®'? while in others, this mobili-
zation process was not observed.”’”' Thus, Di Campli et
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al.?’ did not find evidences of hematopoietic stem cell
mobilization in six hepatectomized patients or in eight
patients with acute and chronic liver failure. In other
study,'® only six from 13 hepatectomized patients
augmented the levels of CD34", CXCR4" CD90" in
peripheral blood 72 h after the surgery. On the contrary,
Gehling et al.'” found an increase in CDI133" CD45"
CDI14" cells but not in CD34" cells in living donors
submitted to liver resection. Other authors have shown that
cirrhotic patients without hepatectomy are able to mobilize
bone marrow stem cells to the bloodstream.”” Menegazzo et
al. have shown that the type of the hepatic lesion influences
the regenerative response after hepatic resection, with a
reduced mobilization of HSC in the malignant liver
diseases.”' In the present study, the analysis of a compar-
atively higher number of patients has shown no association
between the levels of CD34" cells and the clinical
characteristic of the patients. However, it is interesting to
note that the patients with hepatocellular carcinoma and
metastasis showed lower percentages of BMSC mobiliza-
tion (14% and 40%, respectively) compared to other type of
pathologies. It is tempting to speculate that the underlying
cirrhosis in the HCC patients may contribute to a previous

1

Serum SCF
600 1 b
£ 400
2
200 A
0 r
Gl G2
250 - Serum MMP2 £
200 A
= 1501 g
g
)
2 100 4
504
0 T )
G1

G2

Serum TGF-B

O0h ®72h

ng/ml
[55] = (o)) «©
(=] (=] [=] (=} (=]
.

G1 G2

standard error. p=0.045 vs. G1 at 0 h; ®»<0.00 vs. G1 at 0 h; °p=0.007
vs. G1 at 0 h; %p=0.042 vs. G1 at 0 h; °p=0.034 vs. G1 at 0 h; 'p=0.016
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0.013 vs. G1 at 72 h; ’p=0.037 vs. Gl at 72 h

BMHSC mobilization. This may explain the very low
number of mobilizer patients observed in this group
compared with the other liver pathologies.

However, other differences between G1 and G2 patients
were found. Hepatic tissue of G2 patients showed pre-
hepatectomy higher levels of expression of CD34", SDF-1,
and CXCR4. Interestingly, in G2 patients, these data
correlated with the observed levels of these proteins in
peripheral blood at 0 h. The presence of CD34", SDF-1,
and CXCR4 in liver tissue before surgery suggests that
hepatectomy is not necessary to trigger a CD34" stem cells
mobilization and might explain why some patients (G2) do
not mobilize BMHSC after hepatectomy. In this sense,
activation and modulation of the SDF-1/CXCR4 axis is
critical for the induction of the BMHSC mobilization
process.'”?*** SDF-1 is involved in the recruitment of
HSC toward the hepatic tissue,'”*>~° and other studies
have related an increase of SDF-1 levels with the capacity
of mobilization of BMHSC in patients without hepatectomy
and cirrhosis.”

Differences in the cytokine profile and in the levels of
proteolytic enzymes involved in hepatic regeneration and
BMHSC mobilization were also found between G1 and G2

@ Springer
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Fig. 5 Association of BMHSC mobilization and hepatic regeneration.
Ki67 immunohistochemistry from liver tissue of G1 (a) and G2 (b)
patients. A representative image of each group is shown. Ki67 staining
was quantified in the livers of G1 and G2 patients (c). Ki67 staining
was quantified with Image J software. Values are expressed as mean+
standard error. Biopsies were obtained during surgery (0 h). *p<0.001
vs. G1 patients group. Magnifications: x20

patients. The different levels of cytokines found might
explain the differences in the mobilization process observed
between G1 and G2 patients. In no mobilizer patients (G2),
the higher levels of cytokines related to a BMSC

@ Springer

mobilization process were observed before surgery (SCF,
SDEF-1, IL-12, and MMP-2), and these elevated levels were
not altered after 72 h. However, a positive increase in the
levels of these cytokines was observed in mobilizer patients
(G1) 72 h after surgery. A lower bone marrow extracellular
matrix degradation and release of hematopoietic stem cells
into the bloodstream was observed in G2 patients compared
to G1 patients. These data might explain the different
degree of BMHSC mobilization among hepatectomized
patients.

BMHSC mobilization is finely regulated by several
cytokines and its triggering depends on the levels of
specific cytokines.'”?> SCF has a key role in the
stimulation of HSC proliferation and mobilization,”’ and
its levels may be influenced by liver injury.”® The
activation of proteolytic enzymes, such as MMP-2,
MMP-9, or Cathepsin L, as well as the modulation of
IL-6 and IL-12, have also been related with the increase of
SCF levels.”” SCF modulates SDF-1 concentration, caus-
ing the release of CD34" cells from the bone marrow into
peripheral blood.'%*>-*°

After 72 h of surgery, non-mobilizer patients (G2)
showed lower levels of cytokines involved with hepatic
regeneration (HGF and TGF-f3) than mobilizer patients
(G1). This might explain the lower capability of BMHSC
mobilization observed in G2 patients. HGF participates in
hepatic regeneration and is also responsible for the events
of regeneration and migration of human CD34" stem
cells.’'*? Kollet and coworkers demonstrated that HGF
also induces cytoskeleton rearrangement, increases cell
motility, and enhances the response of immature CD34"
cells to SDF-1 signaling by inducing CXCR4 up-regulation
and synergizing with SCF.?

An early BMHSC mobilization process in G2 patients is
suggested by the high levels of CD34 cells, SDF-1, and
CXCR4 previous to surgery and the significant variations in
the levels of cytokines that are key for this mobilization
process, such as stem cell factor, interleukin-12, matrix
metalloproteinase 2, HGF, or TGF-[3. Moreover, our data of
Ki67 staining suggest that this previous BMHSC mobiliza-
tion process might be associated with the higher hepatic
regeneration observed in G2 patients.

In summary, hepatectomy may be an insufficient
stimulus to trigger the BMSHC mobilization process. This
process seems to be associated with variations in the levels
of cytokines and proteolytic enzymes involved in bone
marrow matrix degradation and hepatic regeneration. The
pre-hepatectomy higher levels of CD34" cells in peripheral
blood and liver, associated to an increased expression of
SDF-1/CXCR4 axis and Ki67 in non-mobilizer patients,
might suggest a BMHSC mobilization process previous to
surgery in non-mobilizer patients.
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Abstract

Wnt/B-catenin pathway controls biochemical processes related to cell differentiation. In committed cells the alteration of
this pathway has been associated with tumors as hepatocellular carcinoma or hepatoblastoma. The present study evaluated
the role of Wnt/B-catenin activation during human mesenchymal stem cells differentiation into hepatocytes. The
differentiation to hepatocytes was achieved by the addition of two different conditioned media. In one of them, -catenin
nuclear translocation, up-regulation of genes related to the Wnt/B-catenin pathway, such as Lrp5 and Fzd3, as well as the
oncogenes c-myc and p53 were observed. While in the other protocol there was a Wnt/f-catenin inactivation. Hepatocytes
with nuclear translocation of B-catenin also had abnormal cellular proliferation, and expressed membrane proteins involved
in hepatocellular carcinoma, metastatic behavior and cancer stem cells. Further, these cells had also increased auto-renewal
capability as shown in spheroids formation assay. Comparison of both differentiation protocols by 2D-DIGE proteomic
analysis revealed differential expression of 11 proteins with altered expression in hepatocellular carcinoma. Cathepsin B and
D, adenine phosphoribosyltransferase, triosephosphate isomerase, inorganic pyrophosphatase, peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase A or lactate dehydrogenase B-chain were up-regulated only with the protocol associated with Wnt signaling
activation while other proteins involved in tumor suppression, such as transgelin or tropomyosin (-chain were down-
regulated in this protocol. In conclusion, our results suggest that activation of the Wnt/B-catenin pathway during human
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mesenchymal stem cells differentiation into hepatocytes is associated with a tumoral phenotype.
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Introduction

Wnt/ B-catenin signaling pathway is a master regulator of cell
fate and proliferation during embryonic development that plays
a main role in the control of differentiation of embryonic and
adult stem cells [1]. A key element of this pathway is B-catenin,
a multifunctional protein with important functions in intracel-
lular adhesion, cell growth, survival and differentiation [2]. In
the canonical Wnt/B-catenin pathway, nuclear B-catenin is
associated with T cell factors and lymphoid enhancer-binding
factorl leading to transcriptional activation of target genes that
regulate many cellular processes, such as cell cycle control
through ¢-myc or cellular differentiation [3]. Wnt/B-catenin is
activated during mesenchymal stem cells (MSC) differentiation
to osteoblasts [4] and inactivated during differentiation into
adipocytes [5]. Some studies have also recently documented the
inactivation of this pathway during differentiation of MSC into
hepatocytes [6,7,8]. The aberrant activation of Wnt/B-catenin

@ PLoS ONE | www.plosone.org

pathway in committed cells has been related with the
development of several types of tumors, including hepatocellular
carcinoma or hepatoblastoma [9,10,11]. The Wnt/B-catenin
pathway could be implicated in the mechanisms that participate
in the progression of functional differentiated hepatocytes into
tumor cells [10,11,12,13].

Stem cells and cancer are inextricable linked and emerging data
suggest an association between alterations in stem cells and the
generation of cancer stem cells (CSC) [14,15,16]. However, the
mechanisms by which stem cells adopt CSC properties are
presently unknown. In this context it is particularly interesting to
study the consequences of the activation of Wnt/B-catenin
pathway during MSC differentiation into hepatocytes and its
relationship with the occurrence of a tumoral phenotype. This
study examines the effects of Wnt/ B-catenin activation during the
differentiation of MSC into hepatocytes as well as on the
association of Wnt/B-catenin pathway activation with the
generation of a tumoral phenotype.

April 2012 | Volume 7 | Issue 4 | e34656



Table 1. Stem cells/cancer stem cells markers expression in
undifferentiated cells at time 0 days.

Undifferentiated

cells (t=0)
% CD13 99.5+0.04
% CD29 99.8+0.11
% CD34 2.02+0.158
% CD44 99.5+0.45
% CD45 1.18£1.491
% CD49e 61.8+13.09
% CD73 99.5+0.40
% CD90 99.6+0.13
% CD105 98.8+£0.52
% CD133 1.35+0.979
% CD166 67.9+£16.58
% CXCR4 0.96+0.179
% VEGFR2 2.04+0.311

1001

% CD13+ cells

% CD166+ cells

%VEGFR2+ cdls

751

Data are included as mean =* standard deviation.
doi:10.1371/journal.pone.0034656.t001
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Results

Immunophenotype of human mesenchymal stem cells
before and after differentiation into hepatocytes

Human MSCs specific markers were evaluated by flow
cytometry before and after 21 days of treatment with two
protocols (CM1 and CM2) of hepatocytes differentiation. At 0
days, undifferentiated human bone marrow MSCs were negative
for the expression of CD34, CD45, CD117, CD133, CD184 and
VEGFR2, but positive for the expression of CD13, CD26, CD29,
CD44, CD49¢, CD90, CD105 and CD166 (Table 1). When
human MSCs were cultured during 21 days for hepatocytes
differentiation, marked differences in the levels of CD13, CD49e,
CD133, CD166 and VEGFR2 were observed in CM1 and CM2-
treated cells. The levels of these markers were significant higher in
CM2-treated cells as compared to undifferentiated cells or CM1-
treated cells (Figure 1).

UcC CM1

UcC CM1 CM2

Figure 1. Differential stem cells markers in undifferentiated and differentiated human mesenchymal stem cells. Levels of CD13,
CD49e, CD166, CD133 and VEGFR2 in undifferentiated cells (UC), CM1 and CM2-treated cells after 21 days of culture. (Conditioned medium: CM).
Values are expressed as mean of percentage =+ standard deviation. (a p<<0.001 and b p<<0.01 vs. CM1-treated cells; +++ p<<0,001 and + p<<0,05 vs.

undifferentiated cells).

doi:10.1371/journal.pone.0034656.g001
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Figure 2. The treatments with CM1 or CM2 increase the expression of hepatospecific genes in human mesenchymal stem cells.
Relative levels of mRNA expression of A) albumin (ALB), B) a-fetoprotein (aFP), C) a1-antitrypsin (o-1-AT), D) CCAAT/enhancer-binding protein beta
(C/EBP) and E) cytochrome P450 (CYP3A5) were determined in human undifferentiated mesenchymal stem cells before and after differentiation with
conditioned medium 1 (CM1) or 2 (CM2) after 7, 14 and 21 days of culture; Gene expression is shown as fold-changes compared to undifferentiated
cells at each time. Values are expressed as mean * standard deviation. All genes were increased significantly respect to undifferentiated cells (UC). ®

p<0.001, ® p<0.01 vs. CM1 or CM2.
doi:10.1371/journal.pone.0034656.9g002

Expression of hepatospecific markers in human
mesenchymal stem cells during their differentiation into
hepatocytes

To compare the potential for hepatic differentiation of both
protocols, the expression of hepatospecific genes was evaluated
measuring mRNA levels by RT-PCR and protein expression by
immunocytochemistry. The mRNA levels of albumin (ALB), o-
fetoprotein (aFP), al-antitrypsin (a1-AT), C/EBPo and CYP3A5
were strongly induced in human MSCs treated with CM1 or CM2
at 7, 14 and 21 days, compared to undifferentiated cells (UC).
Comparatively, at 21 days of differentiation, there are no
significant differences between both differentiation protocols. In
CM2-treated cells there were not significant differences in the
expression of these genes between cells to time 0 and cells after
48 h of treatment. The expressions of albumin and C/EBP were
bigger in CM1 than CM2-treated cells while the expressions of a1-
AT and CYP3A5 were increased in CM2 vs. CM1-tretaed cells.
The expression of aFP was similar with both protocols (Figure 2).

Expression of hepatospecific proteins, such as albumin, ol-
antitrypsin, o-fetoprotein and cytokeratin 19 were also immuno-
detected in cells after 21 days of differentiation with both protocols

@ PLoS ONE | www.plosone.org

CMI1 or CM2 (Figure 3). Both protocols expressed with similar
intensity hepatospecific proteins. Undifferentiated cells at 21 days
were negative for the expression of these proteins. PAS stain was
positive after treatment with CM1 and CM2 although a higher
intensity was observed in cells cultured with CGM2.

Role of Wnt/B-catenin pathway and p53 during human
mesenchymal stem cells differentiation into hepatocytes

Since Wnt/B-catenin pathway plays a main role in the control
of differentiation of adult stem cells, confocal microscopy was used
to study the subcellular localization of B-catenin during differen-
tiation into hepatocytes in both CM1 and CM2 (Figure 4A).
Immunofluorescence staining demonstrated that B-catenin local-
ized to the cell membrane or to the peri-membrane region in
undifferentiated and CM1 cells after 21 days, while there was no
evidence of nuclear translocation. In contrast, there was a clear
localization of B-catenin to the nuclei of differentiated human
MSCs after treatment with CM2.

To confirm Wnt/B-catenin pathway activation during CM2
protocol, the expression of several genes regulated by this pathway,
such as Lrp5/6, Frizzled 3 and c-myc, were next analyzed. The

April 2012 | Volume 7 | Issue 4 | e34656
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Figure 3. The treatment with CM1 or CM2 induces the presence of hepatospecific proteins in human mesenchymal stem cells. The
presence of hepatospecific proteins such as albumin, o 1-antitrypsin, o-fetoprotein, cytokeratin-19 and PAS stain were evaluated by
immunohistochemistry after 21 days of culture with conditioned medium CM1 or CM2. Arrows show positive staining area.

doi:10.1371/journal.pone.0034656.g003

differentiation of human MSCs into hepatocytes with CM2
increased the mRINA expression of Lrp5, Frizzled 3 and c-myc.
Conversely, undifferentiated cells and CM1-treated cells showed
much lower levels of expression of these genes (Figure 4B).

Figure 4c shows western blot of p53 and tubulin as loading
control. The expression of p53 was similar in undifferentiated and
CM 1-treated cells however its expression was significantly reduced
in CM2-treated cells.

Wnt/B-catenin activation leads to abnormal proliferation

and spheroids formation
Figure 5a shows that after 14 days of hepatocytes differentiation
the number of CM2-treated cells begins to be higher with this

@ PLoS ONE | www.plosone.org

treatment than CMI-treated cells or undifferentiated cells. At 21
days of hepatocytes differentiation, in CM2-treated cells there was
a 75% more of cells than in undifferentiated or CM1-treated cells
(a p<0.001 vs. CM1-treated cells and undifferentiated cells at 14
days and 21 days).

Nuclear staining of PCNA was significantly higher in CM2-
treated cells than in undifferentiated or CMI-treated cells
(Figure 5b). PCNA staining reinforces the abnormal prolifera-
tion detected in CM2-treated cells. With respect to cell cycle,
Figure 5c shows a similar percentage of cells in GO/G1, G2/M
and S phase in undifferentiated cells and CMI-treated cells.
However in CM2-treated cells it is interesting to note a
significant increase in the percentage of cells in S phase as well

April 2012 | Volume 7 | Issue 4 | e34656
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medium 1 (CM1) or 2 (CM2) after 21 days of culture were stained for B-catenin immunofluorescence (green) and counterstained with DAPI (blue).
Merged image of B-catenin-FITC and DAPI staining is also shown. Original magnification: 40 x. B) mRNA expression of Lrp5/6, Frizzled- 3 (FZD3) and c-
myc was evaluated in undifferentiated cells and cells treated with conditioned medium 1 (CM1) or 2 (CM2). Fold of undifferentiated cells at 21 days of
culture. ® p<<0.001 vs. CM1-treated cells. C) Figure 4 ¢ shows western blot of p53 and a-tubulin as loading control. Image is representative of three

independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0034656.9004

as a decrease in G0/G1 phase with respect to undifferentiated
and CM1-treated cells.

For spheroid assay, differentiated cells for 21 days were cultured
in low adherent plates for 4 days. Primary spheroids were detected
in all groups although the number of spheres seemed be higher in
CM2-treated cells. To quantify this data spheres were digested
with trypsin-EDTA and subsequently counted. It is interesting to
note that the capability to form spheres and the number of cells
was higher in CM2-treated cells than the other cells (Figure 5d).
After 4 days more of culture in low adherence plates and a clonal
dilution the number of secondary spheres was significantly higher
in CM2-treated cells than in undifferentiated cells (+++ p<<0.001)
and CMI-treated cells (a p<0.001). There was not difference in
the number of spheres between undifferentiated and CM1-treated
cells (Figure 5e). A detail of these secondary spheroids is showed in
the microphotographs of Figure 5f. 3D structure of spheroids is
showed in the movie of Supporting Information files (Figure S1).
3D animation of detected spheres was observed in each treatment;
however we show only an example of this 3D-structure in this case
a spheroid corresponding to CM2-treated cells.

Analysis of protein expression profile by DIGE

A proteomic DIGE approach was used to analyze the repertoire
of proteins differentially expressed in control cells and hepatocytes
obtained with CM1 or CM2 differentiation protocols. The DIGE
analysis showed 39 differentially expressed proteins, and 17 of
them were identified, including chaperones, metabolic, structural,
proteolytic and apoptosis-related proteins (Table 2). Eleven of
these proteins were differentially expressed in CM1 vs. CM2
(Figure 6). The differential expression in CM1 vs. CM2 of
proteins, such as adenine phosphoribosyl transferase, transgelin,
cathepsine B precursor, tropomyosin B chain and L-lactate

@ PLoS ONE | www.plosone.org

dehydrogenase B chain was confirmed by western blots
(Figure 5B). DIGE analysis showed a higher expression of adenine
phosphoribosyltransferase, cathepsin B and D, triosephosphate
isomerase, inorganic pyrophosphatase, peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase A or L-lactate dehydrogenase B-chain in hepatocytes
obtained after treatment with CM2, than in CM]l-treated or
undifferentiated cells. In contrast, the expression of other proteins,
such as transgelin, tropomyosin B chain, annexin A5 or Dna J
homologous subfamily B decreased in hepatocytes obtained after
treatment with CM2, compared to CM]1-treated or undifferenti-
ated cells. Nuclear B-catenin was also more expressed after
treatment with CM2 than in CM1-treated cells.

Discussion

Hepatocytes differentiation has been achieved using different
types of stem cells, MSC [17], embryonic stem cells [18] or
induced pluripotent stem cells [19]. However in these studies the
role of Wnt/f-catenin activation during hepatogenesis is unclear.
In our study, we used human MSC and two different protocols to
achieve differentiation into hepatocytes; one without Wnt/ -
catenin activation (CM1) and other with Wnt signaling activation
(CM2). The expression of hepatospecific genes and the key
regulator of hepatogenesis CEBP were achieved in both protocols.
Similar differentiation results has been obtained by others authors
using other stem cells [20].

Wnt/B-catenin pathway activation took place in CM2-treated
cells, with nuclear B-catenin translocation and up-regulation of
genes related to this pathway. Treatment of cells with another
protocol (CM1) also induced hepatic differentiation but without
the concurrence activation of Wnt/B-catenin pathway. We show
for the first time the capability of CM1 (HGF+FGF7) to
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Figure 5. Markers of tumoral phenotype. A) Number of cells after 7, 14 and 21 days of culture in undifferentiated, CM1 and CM2-treated cells.
Values expressed as mean = standard deviation. a p<<0.001 vs. CM1-treated cells and undifferentiated cells. B) The presence of nuclear PCNA (brown
nucleus) was evaluated by immunohistochemistry after 21 days of culture in undifferentiated cells, CM and CM2-treated cells. Image is representative
of three experiments. Original magnification: 20 x. C) Cell cycle was analyzed at 21 days of hepatocyte differentiation in undifferentiated, CM1 and
CM2-tretaed cells. Data are showed as mean of percentage plus standard deviation. a p<<0.001 vs. CM1-treated cells, ++ p<<0.01 and +++ p<<0.001 vs.
undifferentiated cells. D) Primary spheroid assay with count of number of cells after 4 days of culture with conditioned medium for spheroid
formation. Data are showed that mean * standard deviation (a p<<0.001 vs. CM1-treated cells and +++ p<<0.001 vs. undifferentiated cells). E)
Secondary spheroid formation assay. Number of secondary spheroids was counted in an inverted microscope. Three experiments were carried out
and data are expressed as mean * standard deviation (a p<<0.001 vs. CM1-treated cells and +++ p<<0.001 vs. undifferentiated cells). F) Detail of

secondary spheroids is showed in the microphotographs of undifferentiated cells, CM1 and CM2-treated cells.

doi:10.1371/journal.pone.0034656.9g005

differentiate human MSC into hepatocytes. Our results show also
that differentiation into hepatocytes may be induced with or
without activation of Wnt/B-catenin pathway. Our results with
CM-treated cells are consistent with other studies where down-
regulation of Wnt/f-catenin pathway during hepatic differentia-
tion 1s observed [6,7,8]. On the other hand, in protocol CM2,
dexamethasone was administered, and the administration of high
dose of this glucocorticoid may be responsible of the nuclear B-
catenin translocation observed. Others authors have demonstrated
that equal concentration of dexamethasone induced osteogenesis
of murine MSC via nuclear B-catenin translocation [15]. These
data suggest that the down-regulation of this pathway is not
essential for the differentiation of human MSC into hepatocytes.
Therefore, in our hands the activation or inhibition of Wnt/j-
catenin signaling pathway did not lead the hepatogenesis of
human MSCs. However, the activation of Wnt signaling during
hepatocytes differentiation might be associated with the generation

@ PLoS ONE | www.plosone.org

of a tumoral phenotype and the expression of proteins related to
liver cancer. Wnt/f-catenin pathway has been involved in the
development, maintenance and differentiation of normal and
malignant liver progenitor cells or MSC [16]. The sequence of
molecular events leading to liver carcinogenesis is not well known.
The accumulation of genetic alterations driving a cirrhotic liver to
cancer is a multistep process originating from stem cells or mature
hepatocytes [21]. Adult human MSC may be targets for malignant
transformation and may undergo spontaneous transformation
after long-term in vitro culture, supporting the hypothesis that
some CSC originate from multipotential stem cells [22,23]. In vitro
data from transgenic mice suggest that activation of the Wnt/p-
catenin pathway in epidermal stem cells leads to epithelial cancers
[24]. The nuclear translocation of PB-catenin in neoplastic
hepatocytes leads to retrodifferentiation into immature hepatocyte
progenitors [10]. Many i vivo studies have associated Wnt/ -
catenin pathway activation with hepatic tumoral processes, such as
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Figure 6. The activation of Wnt/f-catenin during hepatocyte differentiation is associated with the presence of related proteins to
tumoral phenotype. Relative abundance of specific proteins (DIGE analysis) in human mesenchymal stem cells undifferentiated after 21 days of
culture (UC21d) and in mesenchymal stem cells differentiated into hepatocytes with conditioned medium 1 (CM1) or 2 (CM2). B) Western blot
confirmation of the changes observed by DIGE analysis in the abundance of some proteins in CM1 and CM2 hepatocytes: Adenine phosphoriobosyl
transferase (APT), cathepsin B precursor (CATB), L-lactate dehydrogenase B3 chain (LDHB), transgelin (TGL2), tropomyosin 3 chain (TPM2) and nuclear
B-catenin. Tubulin and TFIIB were used as cytoplasm and nuclear loading control respectively.

doi:10.1371/journal.pone.0034656.9006

hepatocellular carcinoma or hepatoblastoma [9,25,26]. Aberrant
deregulation of Wnt signaling has been implicated as a major
mechanism of liver tumorigenesis [27,28] and up-regulation of
Wnt signaling is a hallmark of hepatoblastoma, the predominant
hepatic neoplasm in infants and children. Wnt/B-catenin
activation has been found to be associated with increases in c-
myc and cyclin DI staining in tumours of patients with
hepatoblastoma [29]. In the case of hepatocellular carcinoma
molecular alterations responsible for its development and
progression include: 1) loss of tumor suppressors genes, as p53
and/or activation of cyclin D1, 2) activation of oncoproteins as c-
myc, and 3) alterations in Wnt signaling leading to nuclear
accumulation of B-catenin [10,30]. Our results show that the
majority of these alterations (loss of p53, nuclear accumulation of
B-catenin or c-myc overexpression), are present, along with the
activation of Wnt signaling, in the hepatocytes obtained after CM2
treatment. Protein p53 is implicated in the control of cell cycle,
apoptosis, DNA repair and angiogenesis and deregulation of p53
favors the development of liver tumor [31]. The loss of p53 has
been described in many types of human tumors, particularly in
30%-60% of hepatocelular carcinoma contributing with the
tumor progression [32]. The increases of c-myc observed in

@ PLoS ONE | www.plosone.org 8

hepatocytes obtained by CM2 and the Wnt/B-catenin activation
could also suggest a transformation of these cells into CSC. This
hypothesis is reinforced with data obtained in CM2-treated cells
related to an abnormal proliferation, higher PCNA expression, cell
cycle alteration and secondary spheroids formation. These results
suggest that in contrast to undifferentiated or CM1-treated cells,
CM2-treated cells conserve stemness capability. This capability to
form spheroids is intrinsic of stem cells or CSC. Sphere forming
ability is known to be one of properties of CSCs [33,34].
Secondary spheres formation after seeding cells at clonal density
confirms that spheres formation reflects auto-renewal rather than
cell aggregation. In addition the increased expression of CDI13,
CD49e, CD133, CD166 or VEGFR2 in CM2-treated cells
suggests also similarities to CSC. Some proteins as CDI3 or
CD49e participate in process of chemotaxis, invasion and
metastasis of malignant cells [35]. CD13 is an aminopeptidase N
with matrix metalloproteinase activity that has been shown to play
a role in tumor angiogenesis, invasion and metastasis, radiation
resistance, and antiapoptosis [36,37] and it has been involved with
human liver CSC [38]. Haraguchi et al showed that the
suppression of CDI13 inhibited self renewal and the tumor
initiation ability of CD13cells [38]. CD49e, also known as
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Table 3. Primers used for quantitative RT-PCR analyses.

Albumin (ALB) F: 5" TGA GAA AAC GCC AGT AAG TGA C 3/
R: 5" TGC GAA ATC ATC CAT AAC AGC 3’

a-Fetoprotein F: 5" GCT TGG TGG TGG ATG AAA CA 3’

(AFP)
R: 5" TCC TCT GTT ATT TGT GGC TTT TG 3’

CK18 F: 5" CCC GTC ACG CCCTAC AGAT 3’
(KRT18)

R: 5" ACCACT TTG CCA TCC ACT ATC C 3’

C/EBPa F: 5" CCC GCC CGT GGT GTT ATT 3’
(CEBPG)

R: 5’ GGT TGC GTC AGT CCC GTG TA 3’

Cytochrome P450 F: 5" GAT CCC CTT GAA ATT AGA CAC G 3’
CYP3A5

R: 5 TTG AAA TCT CTG GTG TTC TGG 3’

al-antitrypsin F: 5" AAG GTG CCT ATG ATG AAG CGT 3’
(SERPINA1)

R: 5" GTG ATG CCC AGT TGA CCC A 3’
Lrp5/6 F: 5" GCA GCC TTT CTT CCA CAC TC 3’

R: 5" CTC CTG CCT TAC ACG TCC T 3/
Frizzled-3 F: 5’ TGG AGC CAT TCC ACC CTA TG 3’
(FZD3)

R: 5" GAA CCT ACT GCA TTC CAT ATC 3’
c-myc F: 5" ACC ACC AGC AGC GAC TCT GAG GA 3’
MyYcC

R: 5" CGT AGT TGT GCT GAT GTG TGG AGA 3’
18S Ribosomal F: 5" GTA ACC CGT TGA ACC CCA TT 3’
RN18S1

R: 5’ CCA TCC AAT CGG TAG TAG CG 3’

doi:10.1371/journal.pone.0034656.t003

integrin a3, is identified as one of the fibronectin receptor and its
expression is increased in the hepatocellular carcinoma cell lines
MHCC97 [39] and SMMC-7721 [35]. Angiogenesis is important
for tumor growth, and is regulated by vascular endothelial growth
factor (VEGF). Hepatocellular carcinoma is a solid tumor with
rich neovasculature and VEGFR2 overexpression has been
localized in tumoral hepatocytes [40]. CD133 is a CSC marker
associated with radioresistance and chemoresistance in various
cancers and has been also identified as specific antigenic marker of
liver CSC [41,42].

Finally, our proteomic analysis showed a higher presence of
hepatocellular carcinoma-related proteins, such as cathepsin B
precursor, cathepsin D precursor, adenine phosphoribosyl trans-
ferase, L-lactate dehydrogenase, triosephosphate isomerase, inor-
ganic pyrophosphatase or peptidyl prolyl cis-trans isomerase, in
CM2 treated cells compared to CMI1 treated cells. A high
expression of these proteins has been observed in hepatic tumor
and metastasis [43,44,45]. Some of the detected proteins in this
study participate in processes associated with the pathogenesis and
the metastatic spread of hepatocellular carcinoma, such as cell
motility and invasion, metabolism and signal transduction.
Cathepsin-D has been reported to play an essential role in
multiple tumor progression steps, affecting cell proliferation,
angiogenesis, and apoptosis. Other reports also suggest that
cathepsin D is a key mediator in induced apoptosis [46,47].
Adenine phosphoribosyltransferase is an enzyme involved in the
purine nucleotide salvage pathway, which is up-regulated in
hepatocellular carcinoma and has been associated with Wnt/

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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B-catenin activation [30]. Tumor formation is generally linked to
increased activity of glycolytic enzymes, such as lactate dehydro-
genase B [45,43,48] or triosephosphate isomerase [45,49] and
both proteins have been shown to be increased in CM2 treated
cells in the present study. The reduction in LDH activity has been
reported to result in diminished tumorigenicity, demonstrating
that LDH plays a key role in tumor maintenance [50]. Peptidyl-
prolyl isomerase (Cyclophilin A) has been implicated in several
pathological processes, including hepatocellular carcinoma
[61,52]. Other studies have also showed the up-regulation of
inorganic pyrophosphatase during hepatocellular carcinoma [45].

In contrast, other proteins are down-regulated in tumoral
processes, including hepatocellular carcinoma. Tropomyosin f
chain, transgelin or annexin A5, with a lower expression in CM2-
treated cells compared to CMI1-treated cells, are down-regulated
proteins in hepatocellular carcinoma. Tropomyosin plays a role of
stabilization of actin filaments and in the suppression of cellular
transformation in non muscle cells, such as hepatocytes [53].
Other studies showed a decreased expression of this protein in
hepatocellular carcinoma [54]. Transgelin is also a specific protein
of smooth muscle cells, but its involvement in tumoral processes as
a novel tumor suppressor protein has been documented. The loss
of transgelin is a characteristic signature of colon and prostate
carcinogenesis and its restoration suppresses colon tumorigenity in
vivo and in vitro [55]. Besides, the promoter regions of transgelin
are highly methylated in hepatocellular carcinoma [56]. Our study
shows that the expression of transgelin was significantly decreased
in CM2 vs. CMI1 treated cells. Another protein with altered
expression in our study is annexin A5. Annexins belong to a family
of calcium-regulated phospholipid-binding proteins that has
various intra- and extracellular roles in a range of cellular
processes such as cell signalling, ion transport, cell division, and
apoptosis [57]. The expression of DnaJ homologous subfamily B
(member 11) was also decreased in CM2 vs. CM1 treated cells,
and the decrease of this anti apoptotic protein may participate in
the observed tumoral phenotype of CM2-treated cells.

In summary, our study demonstrates that Wnt/ B-catenin down-
regulation is not necessary for hepatocyte differentiation of MSC.
We show for the first time a cross-talk between human bone marrow
MSC hepatocytes differentiation, Wnt/B-catenin pathway and a
tumoral phenotype. The activation of Wnt/3-catenin during human
MSC differentiation into hepatocytes is associated with abnormal
proliferation, expression of CSC markers, spheroid formation and
the generation of liver cells with tumoral characteristics, in contrast
to hepatocytes differentiated without Wnt/-catenin activation.
Exploration of the differences between cancer stem cells from
normal stem cells is crucial not only for the understanding of tumor
biology but also for the prevention of potential complications derived
from future liver therapies with human MSC.

Materials and Methods

Ethics Statement

This study was approved by the Reina Sofia University Hospital
Review Board. The procedures followed were in accordance with
the ethical standards of the ethic committee from Hospital Reina
Sofia and with the Declaration of Helsinki. All samples were
collected after written informed consent.

Human mesenchymal stem cells (MSCs) isolation

Human bone marrow (BM) was aspirated from the iliac crest of
healthy donors. Fresh BM was cultured in flasks (Falcon'TM, BD
Pharmigen, Franklin Lakes, NJ) seeding 10 ul BM cells/ cm? with
alpha-minimum essential medium (0-MEM) supplemented with
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2 mM L-glutamine, 15% fetal bovine serum (FBS) (BioWhittaker,
Switzerland), 100 U/ml Penicillin, 0.1 mg/ml Streptomycin and
1 ng/ml of fibroblast growth factor-basic (FGF-b, Peprotech EC,
London, UK) [58]. Cells were allowed to adhere for 48 h and non-
adherent cells were washed out with phosphate-buffer saline (PBS)
100 mM pH 7,4 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). After 48 h, o-
MEM supplemented with 10% FBS and 1 ng/ml FGF-b was
added twice weekly. All cultures were maintained at 37°C in a
humidified atmosphere containing 5% CO2. When adherent cells
reached 90% confluence they were detached with 0.25% trypsin-
EDTA (BioWhittaker, Switzerland), washed twice with PBS,
centrifuged at 1800 rpm, 5 minutes and 4°C and replated in 6-
well plates (SPL life sciences, Korea) at 10° cells/cm? and cultured
under the same conditions.

In vitro hepatic differentiation

Two different differentiation protocols were applied to confluent
human MSCs for their differentiation into hepatocytes. An
explicative diagram is included in Supporting Information (Figure
S2). In the first protocol (conditioned medium 1, CM1), cells were
cultured in a-MEM containing 10% FBS, 20 ng/ml hepatocyte
growth factor (HGF) and 10 ng/ml fibroblast growth factor-7 for 21
days. The second protocol (conditioned medium 2, CM2) is based in
the article by Kuan der Lee [17]. Briefly, human MSCs were
previously treated with epidermal growth factor (EGF) 20 ng/ml
and FGF-b 10 ng/ml for 48 h. Then, 20 ng/ml HGF, 10 ng/ml
FGF-b and 0.61 g/L nicotinamide were added for one week.
Finally, cells were treated for fourteen days with 1 pM dexameth-
asone, 20 ng/ml oncostatin and 10 pul/ml I'TS. Treatments were
refreshed 2-3 times per week. All cytokines were purchased from
Peprotech EC (Paris, France), nicotinamide and dexamethasone
were obtained from Sigma-Aldrich (St Louis, MO) and ITS from
BD Pharmigen (Franklin Lakes, NJ, USA). Nuclear and cytoplasmic
proteins and RNA were collected at 7, 14 and 21 days of culture.

Flow Cytometry Analysis

For immunophenotype studies, basal and differentiated human
MSC were detached and stained with fluorescein- or phycoery-
thrin-coupled antibodies and analyzed with a FACSCalibur flow
cytometer (Becton, Dickinson). Anti-CD34-FITC, anti-CD45-PE
and anti-CD133 were purchased from Miltenyi Biotec (Berlin,
Germany), anti-CD73-PE, anti-CD90- PE and anti-CD166 were
from BD Pharmigen (Franklin Lakes, NJ), anti-CD13-FITC, anti-
CD44-FITC and anti-CD49e-FITC were from Beckman Coulter,
Inc (CA, USA), anti-CD105-FITC was from R&D Systems (MN,
USA), and anti-CD29-FITC, anti-CD184-PE and VEGFR2 were
from eBioscience, Ltd (London, UK).

Quantitative real time RT- PCR analysis

Total RNA was extracted following a modification of Chome-
zynski and Sacchi’s protocol with Trizol reagent Sigma-Aldrich (St
Louis, MO). Total RNA was quantified by spectrophotometry (ND-
1000, Nanodrop Tecnologies, DE, USA). One pg of total RNA was
treated with DNAse (DNAse kit, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) and
complementary DNA was amplified using the QuantiTect Reverse
Transcripction kit (Qiagen, Hilden, Germany). Primers were
designated with the free Oligo 7 software and their sequences are
listed in Table 3. Quantitative real-time PCR was performed in a
Light cycler 480 (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland).

Immunocytochemical analysis

Human MSCs were cultured on chamber slides (Nunc,
Rochester, NY, USA) for 21 days and then were fixed and treated
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during 20 min with 0.01 M citrate buffer pH 6. Cells were
incubated for 1 h at room temperature with: anti-PCNA (1:75
dilution, Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA), anti-
albumin (DakoCytomation Glostrup, Denmark, 1:2000 dilution),
anti-o-fetoprotein (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA, 10 pg/
ml), anti-cytokeratin-19 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA,
10 pg/ml), or anti-o-l-antitrypsin (DakoCytomation Glostrup,
Denmark, 1:800 dilution) primary antibodies. HRP-labelled
polymer conjugated to secondary antibodies was used for
30 minutes at room temperature and diaminobenzidine was added
to detect positive staining. Finally, cells were counterstained with
hematoxylin (DakoCytomation Glostrup, Denmark). During all the
procedure three washes with PBS were performed after each step.

Confocal microscopy analysis

Undifferentiated and differentiated human MSCs were cultured
on chamber slides and, after the corresponding treatments; they
were fixed with 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) for
15 minutes at room temperature. Samples were then treated with
chilled methanol (—20°C) for 10 min and washed in PBS (3%, for
5 min) and then sequentially incubated for 60 minutes each with
anti-B-catenin (1:50, BD Pharmigen, Franklin Lakes, NJ) and anti-
mouse IgG-FITC (DakoCytomation Glostrup, Denmark). Between
incubations, slides were washed with PBS+1% BSA (Sigma-Aldrich)
for 10 minutes. DAPI (Invitrogen, CA, USA) was used for nuclear
stain. Cells were examined by confocal fluorescence microscopy
using a confocal microscope (LSM 5 Exciter Carl Zeiss).

Cell count

The number of undifferentiated cells, CM1 and CM2-treated
cells was counted at 0, 7, 14 and 21 days of culture. Cells were
treated with Trypsin-EDTA (Sigma), inactivated with medium
plus FBS and washed with PBS. Trypan blue was used to measure
the cellular viability and the count was carried out with a
Neubauer chamber.

Cell cycle

For cell cycle, the different types of cells (undifferentiated, CM1
and CM2-treated cells) were harvested after 21 days of
differentiation. Cells were trypsinized and subsequently fixed in
70% cold ethanol overnight. After cells were centrifuged and
washed with Hank’s solution 1x (Sigma-Aldrich, St Louis, MO)
twice. Cells were lysated with DNA extraction buffer which
contained citric acid 0.1 M and anhydrous disodium phosphate
0.2 M (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) for 5 minutes. After
incubation, cells pellets were resuspended in 100 pl staining buffer
which contining 50 pg/ml propidium iodine, 50 ug/ml RNase,
0.1% Triton-X-100 and 0.1 M EDTA in PBS (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO). Cells were incubated for 30 min in darkness. Finally,
cells were resuspended in PBS and they were acquired at low
speed using FACScaliber (Becton Dickinson, CA, USA). Cell cycle
analysis was performed on FlowJo program based on the
mathematical algorithm of Watson (Becton Dickinson, CA, USA).

Spheroid formation assay

Figure S3 from Supporting Information section indicates the
followed steps for spheroids assay. After 21 days of culture, cells
were collected with Trypsin-EDTA and harvested at 50000 cell/
ml in low adherence plates (6 wells) with DMEM:H12 medium
without glutamine, antibiotics or serum and plus 20 ng/ml EGF
(Peprotech, NJ, USA), 10 ng/ml bFGF (Peprotech), B27 1x
(Invitrogen, CA, USA) and insulin 100 IU (Novo Nordisk,
Bagsvaerd, Denmark). After 4 days of culture, spheres formation
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was visualized in a microscope and the number of cells after
trypsin- EDTA digestion was counted.

To analyze the number of secondary spheroids undifferentiated
cells, CM1 and CM2 treated cells were harvested at clonal dilution
(cell/ul) on low adherence plates. After 4 days of culture the
number of spheres was counted in an inverted microscope. Three
experiments were carried out and the data are expressed as mean
of number of spheres * standard deviation. Representative
microphotographs of secondary spheroids were taken in an
mverted microscope to 10 x.

To check 3-dimensional structure of spheroids, undifferentiated
cells, CM1 and CM2-treated cells were collected from plates and
stained with DAPI for 5 minutes. Subsequently cell were centrifuged
gentlely and resuspended in 15 ul of PBS. Spheroids’ mounting was
carried out according to the protocol described by Weiswald et al
[59]. For 3D reconstruction, a stack of confocal images was collected
through the spheroids with step size of 0.488 um between adjacent
optical planes, starting from one pole of the spheroids. 360° 3D
projects plugging from Image] was used to generate a 3D animation.

Two-dimensional difference gel electrophoresis (2D-
DIGE) analysis

After acetone precipitation, protein samples (Control cells at 0
and 21 days of culture and hepatocytes obtained by CM1 or CM2)
were solubilized in 2-D DIGE sample buffer: 7 M urea, 2 M
thiourea, 4% CHAPS, 30 mM Tris, buffered to pH 8. Protein
concentration was determined using the Bradford’s assay (Bio-
Rad). Then, 50 pg protein was labelled with 400 pmol of CyDye
DIGE Fluor minimal dyes (GE Healthcare) and incubated on ice
in the dark for 30 min according to the manufacturer’s
instructions (Cy3, Cy5 for samples and Cy2 for internal control
consisting of a mixture composed by equal amounts of protein
from all samples). Paired samples were reverse-labeled in order to
prevent potential dye labeling bias. The reaction was stopped by
addition of 1 ul of 10 mM lysine and incubated on ice for 10 min.
Samples were cup-loaded onto IPG strips, 24 cm, pH 3-11NL
(GE Healthcare), and subjected to isoelectrofocusing (IEF) in
IPGphor™ IEF System (GE Healthcare) according to the
manufacturer’s recommendations. Upon IEF, strips were incubat-
ed in equilibration buffer (50 mM Tris-HCI, pH 8.8, 6 M urea,
30% glycerol, 2% SDS, a trace of bromophenol blue), containing
0.5% DTT for 15 min and thereafter in the same buffer with 4.5%
iodoacetamide for 15 min. For the second dimension, strips were
loaded on top of 12.5% polyacrylamide gels and run (1 W/gel) for
12-14 h until the bromophenol blue dye reached the gel bottom-
end. Subsequently, 2D gels were scanned using a TyphoonTM
Trio Imager (GE Healthcare) at 100 um resolution with Aex/Aem
of 4887520, 532/580, and 633/670 nm for Cy2, Cy3, and Cy5
respectively. The photomultiplier tube was set to ensure that the
maximum pixel intensity was between 90,000 and 99,000 pixels.
Image analysis was performed using DeCyder 6.5 software (GE
Healthcare) as described in the user’s manual. Three independent
experiments were performed for each experimental setup. Briefly,
the differential in-gel analysis module was used for spot detection,
spot volume quantification and volume ratio normalization of
different samples in the same gel. Then the Biological Variation
Analysis (BVA) module was used to match protein spots among
different gels and to identify protein spots that exhibit significant
differences. Manual editing was performed in the BVA module to
ensure that spots were correctly matched between different gels,
and to get rid of streaks and speckles. Differential expressed spots
were considered for MS analysis when the fold change was larger
than 1.2 and the p-value after T-test was below 0.05. Preparative
gels were run with 350 pg of protein following the same procedure

@ PLoS ONE | www.plosone.org

1

Mesenchymal Stem Cells, Wnt and Liver Cancer

described above. Proteins were visualized by staining with SYPRO
Ruby Protein Gel Stain (Bio-Rad) and images were acquired with
a TyphoonTM Trio Imager using Aex/Aem of 532/560 nm.
Spots differentially represented were excised manually and gel
specimens were processed with a MassPrep station (Waters). In-gel
tryptic digestion was performed with 12.5 ng/ul trypsin in 50 mM
ammonium bicarbonate for 12 h at 37°C. The resulting peptides
were extracted with 5% formic acid, 50% acetonitrile. Samples
were then concentrated in a speed-vac before MS analysis.

Protein identification by LC-ESI-MS/MS analysis

Microcapillary reversed phase LC was performed with a
CapLCTM (Waters) capillary system. Reversed phase separation
of tryptic digests was performed with an Atlantis, C18, 3 um,
75 umx10 cm Nano EaseTM fused silica capillary column
(Waters) equilibrated in 5% acetonitrile, 0.2% formic acid. After
mjection of 6 ul of sample, the column was washed during 5 min
with the same buffer and the peptides were eluted using a linear
gradient of 5-50% acetonitrile in 30 min at a constant flow rate of
0.2 pl/min. The column was coupled online to a Q-TOF Micro
(Waters) using a PicoTip nanospray ionization source (Waters).
The heated capillary temperature was 80°C and the spray voltage
was 1.8-2.2 kV. MS/MS data were collected in an automated
data-dependent mode. The three most intense ions in each survey
scan were sequentially fragmented by CID using an isolation width
of 2.5 and relative collision energy of 35%. Data processing was
performed with MassLynx 4.0. Database searching was done with
ProteinLynx Global Server 2.1 (Waters) and Phenyx 2.2 (GeneBio,
Geneva, Switzerland) against Uniprot knowledgebase Release 12.3
consisting of UniprotKB/Swiss-Prot Release 54.3 and Uni-
protKB/TrEMBL Release 37.3 with 285.335 and 4.932.421
entries respectively. The search was enzymatically constrained for
trypsin and allowed for one missed cleavage site. Further search
parameters were as follows: no restriction on molecular weight and
soelectric point; fixed modification, carbamidomethylation of
cysteine; variable modification, oxidation of methionine.

Preparation of cell lysates for Western Blot

Cytosolic extracts were obtained with a lysis buffer A, pH 7.9,
containing 10 mM Hepes, 10 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM
EGTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 70 pg/ml Protease Inhibitor
Clocktail, 0.5% Igepal CA-630 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO).
The suspension was centrifuged (13000 rpm, 3 min and 4°C) and
supernatant was stored at —80°C until used. Nuclear extracts were
obtained by incubating the pellet obtained as described above in a
lysis buffer B, pH7.9, containing 20 mM Hepes, 0.4 mM NaCl,
1 mM EDTA, 1 mM EGTA, | mM DTT, 1 mM PMSF, 46 pg/
ml Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich, St Louis, MO).
Protein concentration was determined using the Bradford assay
(Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Germany). For Western
Blot analyses, equal amounts of protein were loaded and
electrophoresed on 7% SDS-polyacrylamide gel (Invitrogen; CA,
USA). The protein was transferred to a nitrocellulose membrane
(Invitrogen; CA, USA), and blots were incubated in blocking
solution (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Germany).
Primary antibodies were diluted in TTBS+5% non fat dry milk
powder. Anti-B-catenin antibody (Cell Signaling, Boston, MA,
USA) was diluted 1:1000 before use and anti-TFIB (1:500
dilution, Santa Cruz Biotechnology) was used as loading control of
nuclear extract. Other primary antibodies used were: anti-p53
(1:500) and anti-L-lactate dehydrogenase B chain (1:200) from
Santa Cruz Biotechnologies, anti-tropomyosin B chain (1:500),
adenine phosphoribosyltransferase (1:500) and Transgelin (1:2000)
that were purchased from Novus Biologicals Littleton, CO,
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cathepsin B (4 ug/ml) from Sigma-Aldrich and tubulin 1:10000
from Abcam (Cambridge, UK) were performed. Blots were
immunolabeled using a horseradish peroxidase conjugated
secondary antibody and developed on autoradiographic film using
the ECL Plus Western Blotting Detection System from Amersham
Biosciences U.K. Limited (Little Chalfont, England).

Statistical analysis

Data are expressed as mean * SD. The difference between
means from two different groups was evaluated by performing a t
test and p values less than 0.05 were considered significant. The
data analysis was performed with SPSS.11 software.

Supporting Information

Figure S1 Movie showing the 3D structure of a repre-
sentative spheroid in CM2-treated cells.

(AVI)
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Composiciones para el tratamiento del dafio hepético.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se encuentra dentro del campo de la biologia y la medicina, y
se refiere al uso del contenido intracelular de células madre mesenguimales
humanas (MSC) en la elaboracion de un medicamento para la regeneracion celular,
tisular y de 6rganos, y especiaimente del higado. Preferiblemente, se refiere al uso
del contenido intracelular de células madre mesenquimales humanas (MSC) en la
elaboracion de un medicamento para el tratamiento de patologias hepaticas, vy

preferiblemente para el tratamiento del dafio hepatico agudo.

ESTADO DE LA TECNICA

El higado tiene una gran capacidad de regeneracion en respuesta a una lesion. Los
hepatocitos maduros pueden volver a entrar en ciclo celular y dividirse para restaurar
la masa hepatica. Sin embargo después de un dafio hepatico crénico, la capacidad
de regeneracién de los hepatocitos se pierde. En estos casos, el higado es capaz de
mantener su masa funcional, y en clinica se denomina insuficiencia hepatica
(Forbes, 2008.Gut. 57 (2) 153-155).

En las ultimas décadas la morbilidad y la mortalidad por patologias hepéticas han
aumentado considerablemente. En la actualidad, el trasplante de higado ortépico es
la Gnica opcién terapéutica para los pacientes con fallo hepatico fulminante. Sin
embargo, esta opcion tiene los inconvenientes propios del procedimiento: mala
supervivencia a largo plazo, escasez de drganos, altos costos y problemas
inmunolégicos (Blachier ef al. 2013. J. Hepatol. Mar. 58(3), 593-608).

La alternativa al trasplante es la terapia celular. Desde hace mas de 30 afios se
llevan a cabo trasplantes de hepatocitos y muchos ensayos clinicos se han dirigido
en esta linea para tratar muchas enfermedades hepéticas (Muraca, 2011. Digestive
and Liver Disease, 43 (3), 180-187). Sin embargo, el trasplante de células de higado
tiene problemas practicos: escasez de donantes, riesgo de rechazo, la baja viabilidad

de los hepatocitos (sélo el 30% sobreviven en el trasplante) y la incapacidad de
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mantener y amplificar los cultivos de células (Wu et al., 2008. Hepatology 47 (1) 279-
287).

Actualmente y teniendo en cuenta los antecedentes, se estd frabajando en el
desarrollode terapias alternativas que se centren en el uso de células madre para
reparar y regenerar higados lesionados (Merionet al., 2010. Semin. Liver Dis. 30(4):
411-421; Tuttle-Newhall ef al., 2005.CurrProblSurg 42(3):144-183). En los Ultimos
afios la informacién conocida acerca de las células madre se ha incrementado de
manera notable y se cree que estas células podrian actuar como tratamiento para
contribuir a la regeneracion de higados lesionados. Las células madre embrionarias,
iPS o adultas han sido diferenciadas in vitro hasta hepatocitos. Otros estudios in vivo
también han demostrado los efectos de la infusion de células madre en distintas

lesiones hepéaticas.

Sin embargo, existen muchos interrogantes atn sin resolver como por ejemplo, cuél
es la mejor fuente de células madre para llevar a cabo las terapias hepatolégicas o
cuales son los mecanismos que permiten que estas células ejerzan efectos
hepatoprotectores. Tampoco esta muy claro si lo efectos beneficiosos producidos por
estas células madre son debidos a su anclaje en el higado o a la liberacion de su

contenido intracelular.

Los resultados actuales apuntan que el mejor tipo de células madre para el
trasplante hepatico son las células madre mesenquimales (MSC). Las MSC
presentan diversas ventajas que convienen resaltar: son relativamente faciles de
obtener, tienen un amplio potencial de diferenciacion hacia muchos tipos de células,
se pueden obtener del mismo paciente y sin modificaciones genéticas y son muy

resistentes a dafo oxidativo.

Las MSC pueden formar hepatocitos in vitro (Aurich et al., 2009. Gut 58 (4), 570-581)
y poseen la capacidad de secretar factores solubles que estimulan la regeneracion
tisular (Caplan et al., 2006. J. Cell. Biochem. 98, 1076-1084). En un modelo
experimental de fibrosis se ha demostrado que el trasplante de MSC puede reducir el
dafio y restaurar la funcionalidad hepatica (Cho et al., 2011. Liver Inti. 31 (7), 932-
939).Los estudios en modelos animales han revelado que el efecto del trasplante de

hepatocitos derivados de MSC, por via intravenosa hacia el higado, son beneficiosos
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Hasta el momento sélo se han realizado estudios en pacientes en fase terminal de
enfermedad hepatica causada por hepatitis B, hepatitis C y fibrosis alcohdlica. Los
resultados apuntan que la inyeccién de MSC puede utilizarse para el tratamiento
terminal ya que los resultados muestran efectos clinicos relevantes (Kharaziha et al.
2009. Europea Jomnal of Gastroenterologia and Hepatology 21(10), 1199-1205).

Aungue existan muchos estudios experimentales y clinicos que demuestran un
aumento en la regeneracion hepatica después del tratamiento con MSC, no estan
claros los mecanismos que promueven este efecto hepatoprotector ni las estrategias
para encontrarlos. Las MSC podrian diferenciarse hasta hepatocitos funcionales y
secretar una amplia variedad de factores de crecimiento y citoquinas con los que
disminuir la respuesta inflamatoria, reducir la apoptosis de hepatocitos y finalmente,

mejorar la funcionalidad hepética.

Sin embargo, la administracion de células madre mesenquimales en un organismo,

tiene numerosos problemas:

Asi, cuando las células administradas proceden del mismo individuo, es decir,
trasplante autologo, los principales problemas estan relacionados con el manejo de
las mismas y con la optimizacién de la dosis. Ademas, las células pueden ser de
dificil control y existe la posibilidad de generar otros problemas, como por ejemplo la
generacion de tumores (Koh y Kang, 2012. EMBO Rep. May, 13(3): 412-422)

Por otro lado, cuando las células administradas proceden de otro individuo, es decir,
trasplante alogénico, aparecen problemas asociados a la compatibilidad y otros que
pueden aparecer en el proceso de inmunosupresion del receptor. Las MSC tienen
propiedades inmunomoduladoras por lo que estan indicadas para prevenir y reducir
el rechazo. Sin embargo el uso o la terapia con este tipo de células ha sido
relacionado con la formacion de tumoeres (Mishra et al., 2008. CancerResearch. 68
(11), 4331-4339).

Parte de los efectos desencadenados por las MSC se deben a las interacciones
célula-célula promovidas por las proteinas de membrana. A través de la sonicacion

celular podemos lisar las MSC vy tras centrifugacion obtener el contenido intracelular
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desprovisto de proteinas de membrana. El uso exclusivo del contenido intracelular de

las células madre mesenquimales, ayudaria a evitar estos problemas.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Un aspecto de la invencion se refiere aluso del contenido intracelular de una célula
madre mesenquimal aislada en la elaboracién de un medicamento. Alternativamente,
se refiere al contenido intracelular de una célula madre mesenquimal aislada para su
uso como medicamento. En una realizacién preferida, la célula madre mesenquimal

aislada es una célula humana.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del contenido intracelular de una celula
madre mesenquimal aislada en la elaboracion de un medicamento para la reparacion
y regeneracién de organos y tejidos. Alternativamente se refiere al contenido
intracelular de una célula madre mesenguimal aislada para la reparacién y
regeneracion de organos y tejidos. Una realizacion preferida de este aspecto se
refiere al uso del contenido intracelular de una célula madre mesenquimal aislada en
la elaboracién de un medicamento para la reparacién y regeneracion del higado, o
alternativamente, al contenido intracelular de una célula madre mesenquimal aislada
para la reparacién y regeneracion del higado. En otra realizacion preferida, la célula
madre mesenquimal aislada es una célula humana. En ofra realizacion preferida, la
célula madre mesenquimal aislada procede del mismo individuo al que se va

administrar el contenido intracelular.

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso del contenido intracelular de una célula
madre mesenquimal aislada en la elaboracién de un medicamento para el
tratamiento del dafio hepatico, o alternativamente, al contenido intracelular de una
célula madre mesenquimal aislada para el tratamiento del dafio hepatico. En una
realizacién preferida de este aspecto de la invencion, el dafio hepatico es dafio
hepatico agudo. En otra realizaciéon preferida, la célula madre mesenquimal aislada
es una célula humana. En ofra realizacion preferida, la célula madre mesenquimal
aislada procede del mismo individuo al que se va administrar el contenido

intracelular.
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Otro aspecto de la invencién se refiere a una composicién, de ahora en adelante
composicion de la invencién, que comprende el contenido intracelular de células
madre mesenquimales. Preferiblemente, la célula madre mesenquimal aislada es
una célula humana. Mas preferiblemente, la composicién es una composicién
farmacéutica. Aun mas preferiblemente, la composicion ademas comprende

excipientes farmacéuticamente aceptables.

Otro aspecto se refiere al uso de la composicion de la invencion en la elaboracion de
un medicamento para la reparacién y/o regeneracion de érganos y/o tejidos, o
alternativamente a la composicion de la invencion para la reparacion y/o
regeneracion de érganos y/o tejidos. Mas preferiblemente, para la reparacién y/o
regeneracién del higado. En otra realizacion preferida, la célula madre mesenquimal
aislada procede del mismo individuo al que se va administrar la composicién de la

invencién.

Otro aspecto se refiere al uso de la composicién de la invencién en la elaboracién de
un medicamento para el tratamiento del dafio hepatico, o alternativamente a la
composicion de la invencién para el ftratamiento del dafio hepatico. Mas
preferiblemente, el dafio hepatico es agudo. En otra realizacién preferida, la célula
madre mesenquimal aislada procede del mismo individuo al que se va administrar la

composicién de la invencion.

Otro aspecto se refiere al uso de la composicion de la invencién para la conservacion
extra-corpérea de érganos extraidos para un posterior trasplante. En una realizacion

preferida, el 6rgano que se va a conservar es el higado.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion han evaluado el efecto beneficioso del
contenido intracelular de las células mesenquimales (MSC) en higados lesionados
por tioacetamida. La solucién actual para afrontar el dafio hepatico agudo consiste
en el trasplante hepatico, aunque dada la velocidad de la patologia y los problemas
intrinsecos de realizar un trasplante, en muchas ocasiones no puede ser realizado.
Ademas han encontrado una serie de diferencias que indican que la infusion de

contenido intracelular de las células madre mesenquimales presenta ventajas frente
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al trasplante de estas células intactas. Asi la presente invencion proporciona un
método hepatoprotector y de mejora de la funcion hepatica en individuos con dafio
hepatico agudo mediante la infusién de contenido intracelular de MSC por la vena

porta.

Por tanto un primer aspecto de la invencién se refiere al uso del contenido
intracelular de células madre mesenquimal aislada en la elaboracion de un
medicamento. Alternativamente, se refiere al contenido intracelular de una célula
madre mesenquimal aislada para su uso como medicamento. En una realizacién

preferida, la célula madre mesenquimal aislada es una célula humana.

Las células madre mesenquimales son obtenidas de un tejido o un érgano de un
individuo en un estado de crecimiento posterior al estado embrionario,
preferiblemente de su médula ésea. Preferiblemente, las células madre de la
investigacion han sido aisladas en un estado post-natal. Preferiblemente han sido
aisladas de un mamifero, y mas preferiblemente de un humano, incluyendo
neonatos, juveniles, adolescentes y adultos. En otra realizacion preferida, la célula
madre mesenquimal aislada procede del mismo individuo al que se va administrar el

contenido intracelular.

El término “individuo” incluye a cualquier animal, en particular, animales vertebrados,
preferentemente mamiferos, tales como ratones, ratas, caballos, cerdos, conejos,
gatos, ovejas, perros, vacas, seres humanos, etc. El término mamifero, tal como se
entiende en esta memoria, hace referencia a cualquier organismo del superreino
Eukaryota, reino Metazoa, Phylum Chordata, clase Mammalia. Asi, la sangre puede
obtenerse del seno coronario de ratén, rata, cerdo y humano. En otra realizaciéon adn

mas preferida, el mamifero es el ser humano.

Si se desea, las células madre mesenquimales que dan lugar al lisado intracelular de
la invencién puede ser modificada genéticamente por cualquier método convencional
incluyendo, a modo ilustrativo, no limitativo, procesos de transgénesis, deleciones o
inserciones en su genoma que modifiqguen la expresion de genes que sean
importantes para sus propiedades basicas (proliferacion, migracién, diferenciacion,
etc.), o mediante la insercion de secuencias de nucleétidos que codifiquen proteinas

de interés como, por ejemplo, proteinas con propiedades terapéuticas. Por tanto, en
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otra realizacion preferida, la célula de la invencion ha sido modificada

genéticamente.

La progenie de una sola célula clonal puede expandirse mediante numerosos pases,
sin aparentemente sufrir ninguna anormalidad cromosomica, o la pérdida de sus

propiedades de crecimiento y diferenciacion.

Por tanto, si se desea, las células mesenquimales pueden expandirse clonalmente
usando un procedimiento adecuado para clonar poblaciones celulares. Por ejemplo,
una poblacién proliferada de células puede recogerse fisicamente y sembrarse en
una placa separada (o los pocillos de una placa “multi-pocillo”). Otra opcién es que la
células pueden subclonarse en una placa “multi-pocillo” en una relacion estadistica
para facilitar la operacién de colocar una Unica célula en cada pocillo (por ejemplo,
desde aproximadamente 0,1 a cerca de una célula/pocillo o incluso de unas 0,25 a
0,5 células/pocillo, como por ejemplo 0,5 células/pocillo). Por supuesto, las células
pueden clonarse a baja densidad (por ejemplo, en una placa de Petri u otro sustrato
adecuado) y aislarlas de otras células usando dispositivos tales como anillos de
clonacién. La produccion de una poblacion clonal puede expandirse en cualquier
medio de cultivo adecuado. En cualquier caso, las células aisladas pueden cultivarse

hasta un punto adecuado cuando su fenotipo de desarrollo pueda evaluarse.

El término “aislada” indica que la célula o la poblacién celular de la invencion a la que
se refiere, no se encuentran en su ambiente natural. Esto es, la célula o la poblacién
celular han sido separadas de su tejido circundante. Particularmente significa que
dicha célula o la poblaciéon celular estd sustancialmente exenta (libre) de otras
células normalmente presentes en el tejido del que han sido aisladas, esto es,
cuando se separa de, al menos, el 60%, preferentemente de al menos el 80%,
preferentemente de, al menos, el 90%, mas preferentemente de, al menos, el 95%,
aun mas preferentemente de, al menos, el 96%, 97%, 98% o incluso 99%, de otras

células presentes en el tejido del que han sido aisladas.

También se refiere a las células o poblaciones celulares que han sido aisladas del
organismo en el que se originan. El término también incluye células que han sido

aisladas de un organismo y re-intreducidas en el mismo organismo, o en otro.
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Otro aspecto de la presente invencién se refiere uso del contenido intracelular una
célula madre mesenquimal aislada en la elaboracién de un medicamento para la
reparacion y/o regeneracion de drganos y/o tejidos. Alternativamente se refiere al
contenido intracelular de una célula madre mesenquimal aislada para la reparacion y
regeneracién de érganos vy tejidos. Una realizacion preferida de este aspecto se
refiere al uso del contenido intracelular de una célula madre mesenquimal aislada en
la elaboracién de un medicamento para la reparacion y regeneracion del higado, o
alternativamente, al contenido intracelular de una célula madre mesenquimal aislada
para la reparacion y regeneracion del higado .En otra realizacion preferida, la célula
madre mesenquimal aislada es una célula humana. Mas preferiblemente, la célula
madre mesenquimal aislada procede del mismo individuo al que se va a administrar

el medicamento.

En general hay ventajas asociadas con el uso de células o tejidos autologos, o con
el contenido intracelular de células autélogas, que incluyen: (a) una reduccién
significativa del nimero de infecciones desde el donante al receptor por agentes
infecciosos, y (b) la ausencia del efecto de rechazo inmunitario, por lo tanto, el
paciente no tiene que someterse a otros tratamientos, y se previenen los efectos y

problemas asociados con la inmunodepresion.

En una realizacién preferida de la invencioén, el é6rgano preferido capaz de
regenerarse y/o repararse es el higado. En otra realizacion preferida la patologia es
dafio hepatico, preferiblemente dafio hepatico agudo. En otra realizacion preferida de

la invencidn, la célula madre mesenquimal aislada es una célula humana.

Ofro aspecto de la invencion se refiere al uso del contenido intracelular de una célula
madre mesenguimal aislada en la elaboracion de un medicamento para el
tratamiento del dafio hepatico, o alternativamente, al contenido intracelular de una
célula madre mesenquimal aislada para el tratamiento del dafio hepatico. En una
realizacion preferida de este aspecto de la invencién, el dafio hepético es dario
hepético agudo. En otra realizacion preferida, la célula madre mesenquimal aislada

es una célula humana.

COMPOSICION FARMACEUTICA DE LA INVENCION
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Otro de los objetos de la presente invencién se refiere a una composicién, de ahora
en adelante composicién de la invencion, que comprende el contenido intracelular de
al menos una célula madre mesenquimal aislada. Preferiblemente, la célula madre
mesenquimal aislada es una célula humana. Mas preferiblemente, la compasicién
es una composicion farmacéutica. Aun mas preferiblemente, la composicién ademas

comprende excipientes farmacéuticamente aceptables.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencién, las células madre
mesenquimales son de origen humano. En otra realizacion preferida de la invencion,
la composicion es una composicion farmacéutica que ademas comprende

excipientes farmacéuticamente aceptables.

El contenido intracelular de la composicion de la invencion se obtiene a partir de
células mesenquimales, que comprende una célula aislada o una poblacién aislada

de la invencién.

Dicha composicién se obtiene a partir de células madre mesenquimales de la
invencion y puede contener un medio en el que se encuentren las células de la
invencién; dicho medio debe ser compatible con dichas células. Por ejemplo, pero
sin limitarse, soluciones isotonicas, opcionalmente suplementadas con suero; medios
de cultivo celular o, alternativamente, un medio soporte sélido, semisélido, gelatinoso

0 Viscoso.

Las células madre mesenquimales de la invencion, la poblacion celular de la
invencion, asi como la composicién de la invencion, pueden formar parte de una
composicion farmacéutica para su administracién a un sujeto. Por tanto, otro aspecto
de la invencién se refiere a una composicion farmacéutica, de ahora en adelante
composicion farmacéutica de la invencién, que comprende el contenido intracelular
una célula mesenquimal aislada de la invenciéon & una poblacién de células
mesenquimales de la invencion. En una realizacién preferida, la composicién
farmacéutica de la invencién ademas comprende un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. En otra realizaciéon preferida, la composicién farmacéutica de la invencion

ademas comprende otro principio activo.

El término “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un vehiculo que debe
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estar aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal o un gobierno
estatal o enumerado en la Farmacopea Estadounidense o la Farmacopea Europea, u
otra farmacopea reconocida generalmente para su uso en animales, y mas

concretamente en humanos.

El término “vehiculo” se refiere a un diluyente, coadyuvante, excipiente o portador
con el que se deben administrar el contenido intracelular de las células
mesenquimales de la invencién o de dicha composicion que comprende el contenido
intracelular de células madre mesenquimales obtenibles segun el procedimiento de
la invencién; obviamente, dicho vehiculo debe ser compatible con dicho contenido

intracelular.

La composicion farmacéutica de la invencion, si se desea, puede contener también,
cuando sea necesario, aditivos para aumentar, controlar o dirigir de otro modo el
efecto terapéutico deseado del contenido intracelular de las células madre
mesenquimales, las cuales comprenden dicha composicién farmacéutica, y/o
sustancias auxiliares o sustancias farmacéuticamente aceptables, tales como
agentes tamponantes, tensioactivos, codisolventes, conservantes, etc. Dichas
sustancias farmacéuticamente aceptables que pueden usarse en la composicidn
farmacéutica de la invencién son conocidas, en general, los técnicos en la materia y
se usan normalmente en la elaboracién de composiciones celulares. Ejemplos de
vehiculos farmacéuticos adecuados se describen, por ejemplo, en “Remington's
Pharmaceutical Sciences”, de E.W. Martin. Puede encontrarse informacién adicional
sobre dichos vehiculos en cualguier manual de tecnologia farmacéutica (Farmacia

Galénica).

Como se emplea aqui, el término “principio activo”, “sustancia activa”, “sustancia
farmacéuticamente activa®, ‘ingrediente activo” 0 “ingrediente farmacéuticamente
activo” significa cualquier componente que potencialmente proporcione una actividad
farmacolégica u otro efecto diferente en el diagnéstico, cura, mitigacion, tratamiento,
o prevencién de una enfermedad, o que afecta a la estructura o funcién del cuerpo
del hombre u otros animales. El término incluye aquellos componentes que
promueven un cambio quimico en la elaboracion del farmaco y estan presentes en el
mismo de una forma modificada prevista que proporciona la actividad especifica o el

efecto.
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USOS DE LA COMPOSICION

Otro aspecto se refiere al uso de la composicién de la invencion, o a la composicion
farmacéutica de la invencion, en la elaboracién de un medicamento para la

reparacion y/o regeneracion de 6rganos y/o tejidos.

Otro aspecto se refiere al uso de la composicién de la invencién, o de la composicién
farmacéutica de la invencion, en la elaboracion de un medicamento para el
tratamiento del dafio hepatico. Mas preferiblemente, para el tratamiento del dafio

hepatico agudo.

En una realizacion preferida de la invencién, el organo preferido capaz de
regenerarse y/o repararse es el higado. En otra realizacion preferida la patologia es

dafio hepatico, preferiblemente dafio hepatico agudo.

El término “medicamento”, tal y como se usa en esta memoria, hace referencia a
cualquier sustancia usada para prevencion, diagndstico, alivio, tratamiento o
curacion de enfermedades en el hombre y los animales. En el contexto de la
presente invencién, la enfermedad es una enfermedad hepatica, y mas

preferiblemente dafio hepatico agudo.

La composicion farmacéutica de la invencién contendrd una cantidad profilactica o
terapéuticamente efectiva de contenido intracelular de células madre mesequimales,
para proporcionar el efecto terapéutico deseado. Tal como se usa en la presente
descripcidn, el término “cantidad terapéutica o profilacticamente efectiva” se refiere a
la cantidad de contenido intracelular de células madre mesequimales contenida en la
compaosicion farmacéutica que es capaz de producir el efecto terapéutico deseado vy,
en general, se determinara, entre otros factores, por las propias caracteristicas del
lisado intracelular las células y el efecto terapéutico deseado que se persigue. En
general, la cantidad terapéuticamente efectiva de contenido intracelular de la
invencién que debe administrarse dependera, enire otros factores, de las propias
caracteristicas del sujeto, la gravedad de la enfermedad, la forma de administracién,
etc. Por este motivo, las dosis mencionadas en esta invencion deben tenerse en

cuenta s6lo como guia para la persona conocedora de la técnica, que debe ajustar
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esta dosis dependiendo de los factores anteriormente descritos.

La composicion farmacéutica de la invencion se formulara de acuerdo con la forma
de administracion elegida. La composicion farmacéutica de la invencién puede
preparase en un modo de dosificacion liquido o gel, por ejemplo, en forma de

suspension, para ser inyectada o perfundida al individuo.

La administraciéon de la composiciéon farmacéutica de la invencidén al individuo se
llevara a cabo por los medios convencionales. Por ejemplo, dicha composicion
farmacéutica se puede administrar a dicho individuo por via intravenosa utilizando
los dispositivos adecuados, tales como jeringas, catéteres (un catéter intravenoso
periférico estandar, un catéter venoso central o un catéter arterial pulmonar, etc.),
trocares, canulas, etc. En todos los casos, la composicion farmacéutica de la
invencién se administrara ufilizando los equipos, aparatos y dispositivos adecuados a
la administracién de composiciones celulares y conocidos por el experto en la

técnica.

Como entiende el experto en la materia, en ocasiones la administracion directa de la
composicion farmacéutica de la invencién al sitio que se pretende beneficiar puede
ser ventajosa. De este modo, la administracion directa de la composicion
farmacéutica de la invencién al érgano o tejido deseado se puede lograr por
administracion directa (por inyeccién, etc.) en la superficie externa del 6érgano o tejido
afectado por medio de insercién de un dispositivo adecuado, e.g., una canula
apropiada, por perfusion arterial o venosa (incluyendo mecanismos de flujo
retrégrado) o por otros medios mencionados en esta descripcion o conocidos en la

técnica.

La composicion farmacéutica de la invencién, si se desea, se puede almacenar hasta
el momento de su aplicacion mediante los procedimientos convencionales conocidos
por los técnicos en la materia. Esta composicién farmacéutica también se puede
almacenar junto a medicamentos adicionales, Utiles en el tratamiento en

enfermedades, en una forma activa que comprende una terapia combinada.

Como se ha dicho previamente, si se desea, la células madre mesenquimales que

dan lugar al contenido intracelular de la invencion puede ser modificada
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genéticamente por cualquier método convencional incluyendo, a modo ilustrativo, no
limitativo, procesos de transgénesis, deleciones o inserciones en su genoma que
modifiqguen la expresién de genes que sean importantes para sus propiedades

béasicas (proliferacién, migracion, transdiferenciacion, etc.).

A los efectos de la presente invencion el término dafio hepatico agudo se refiere a la
presencia de afectacién hepatica de cualquier etiologia. Entre las enfermedades
hepaticas referidas en la presente invencion se encuentran: Hepatitis viral aguda
(virus de la hepatitis A,B,C,D,E), otros virus (citomegalovirus, herpes, EbsteinBarr,
fiebre amarilla, otros), infecciones no virales (bacterianas sistémicas, tuberculosis,
histoplasmosis, fiebre Q, colangitis), hepatitis alcohélica aguda, téxicos y farmacos,
origen vascular (hipoxia hepatica aguda, Budd-Chiari agudo, ligadura
a.hepatica+trombosis portal), dafio hepatico en SIDA (Infecciones, neoplasias,
drogas), esteatosis aguda del embarazo, toxemia gravidica (sindrome de HELP) y/o

cualquiera de sus combinaciones.

A los efectos de la presente invencién el término dafio hepatico agudo se diagnostica
usandolas concentraciones séricas de aspartatoaminotransferasa (AST),
alaninaaminotransferasa (ALT), bilirrubina total y fosfatasa alcalina medidas usando
los indicadores de dafio hepatico de acuerdo con los kits de diagnéstico estandares

(Biosystems SA, Barcelona, Espafia).

Las aminotransferasas se liberan hacia la sangre en grandes cantidades cuando hay
dafio a la membrana del hepatocito. Los niveles de AST/ALT son los marcadores
habitualmente utilizados en la practica clinica para detectar disfuncionalidad hepatica
tanto aguda como crénica. Por otro lado, las alteraciones de los niveles séricos de
fosfatasa alcalina y bilirrubina correlacionan proporcionalmente con el dafio de
colangiocitos, celulas de los conductos biliares presente en el parénquima hepatico y
susceptibles también de ser dafiadas. Todos estos parametros son analizados de

forma rutinaria en la unidad de analisis clinicos del hospital.

Otro aspecto de la invencién describe el uso de esta composicién para la
conservacion extra-corpérea de oOrganos extraidos para trasplante. En una

realizacion preferida de este aspecto de la invencién, el érgano es el higado.
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La solucién actual para afrontar el dafio hepatico agudo consiste en el trasplante
hepético, aunque dada la velocidad de la patologia y los problemas intrinsecos de
realizar un trasplante, en muchas ocasiones no puede ser realizado. La infusion a
través de la vena de contenido intracelular de MSC podria permitir que los pacientes

tuvieran un tratamiento rapido.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” y
sus variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos,
ventajas y caracteristicas de la invencién se desprenderan en parte de la
descripcion y en parte de la practica de la invencién. Los siguientes ejemplos
y dibujos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean

limitativos de la presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Esquema del disefio experimental

Figura 2. Analisis del inmunofenotipo y pluripotencia de las células madres
mesenqguimales.

A) El inmunofenotipo de las células madre mesenquimales (MSCs) trasplantadas se
analiz6 por citometria de flujo. La imagen representa tres experimentos distintos. B)
Las MSCs se diferenciaron en osteoblastos y C) adipocitos. Después de 21 dias de
estimulos osteogénicos se observé mineralizacién y depoésitos de calcio mediante
tincion de rojo alizarina. C) Después de 14 dias de estimulos adipogénicos se

observaron vesiculas lipidicas.

Figura 3. Presencia de células humanas CD90" en el parénquima del higado de
ratas tratadas con TAA.
El analisis inmunohistoquimico de la expresion de CD90" en MSC humanas se llevo

a cabo en el higado de ratas después de 48 de la inyeccién de TAA. La imagen es



10

15

20

25

30

15

representativa de los siguientes grupos: SO (Sham Operated), TAA, TAA+MSC
(tioacetamida mas infusion MSC) y TAA+IC-MSC (ticacetamida mas contenido
intracelular de MSC). Ampliacién 5X.

Figura 4. El trasplante de MSC humanas o la infusion de su contenido
intracelular mejoran la funcién hepéatica de ratas tratadas con TAA.

A las 48 horas de una inyeccion de tioacetamida (TAA) (A) los niveles séricos de
aspartato aminofransferasa (AST), alanina aminotrasferasa (ALT), bilirrubina directa
y fosfatasa alcalina (ALP) se analizaron con kits colorimétricos. Los datos
representan la media * error estandar. (a P<0,001 vs SO, b vs. TAA y c vs.
TAA+MSC). (B) Estudios histolégicos mediante tincion de hematoxilina-eosina,
tincion tricromica de Mansson y analisis inmunohistoquimico de B-catenina. Las
imagenes son representativas de cada grupo. La ampliacion para las tinciones de

hematoxilina-eosina y tricromica de Masson fue del 5X y para la -catenina del 20X.

Figura 5. El trasplante de MSC humanas o la infusion de su contenido
intracelular activan las vias antiapoptéticas y disminuyen la muerte celular.

A) p65 (de NF-kB), IkBa, fosfo-Akt, y Akt se analizaron mediante western-blot en la
fraccion proteica. B-catenina se usé como control de carga. La imagen es
representativa de tres experimentos independientes.

B) Los niveles de apoptosis se midieron a través de un ensayo tipo ELISA de Roche
Diagnostic que detecta fragmentos de ADN encontrados durante la apoptosis. Los
datos representan la media + desviacion estandar (a P<0,05 vs SO, b vs. TAAy c vs.
TAA+MSC).

Figura 6. El trasplante de MSC humanas o la infusion de su contenido
intracelular estimulan la proliferaciéon hepatica.

A)Expresién de mRNA de la ciclina D1. Los datos representan la media + desviacién
estandar (a P<0,001 vs 8O, b vs. TAA y ¢ vs. TAA+MSC).B) Analisis de PCNA por
Inmunohistoquimica. La imagen es representativa de cada grupo: SO (Sham
Operated), TAA, TAA+MSC (tioacetamida mas infusion MSC) y TAA+IC-MSC

(tioacetamida mas contenido intracelular de MSC). Ampliacion 5X.

Figura 7. Efectos hepatoprotectores debidos a MSCs humanas.
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A)Se midieron los niveles séricos de AST después del trasplante de MNC o MCS
humanas en ratas tratadas con TAA. Los datos representan la media + desviacion
estandar(a. P<0,001 vs. TAA+MSC). B) Tincién de hematoxilina-eosina después del
trasplante de MSC o MSC en ratas tratadas con TAA. Las iméagenes son

representativas de cada grupo. Ampliacion 5X.

Figura 8. Efectos hepatoprotectores debidos a MSCs humanas.

A)Comparacion del contenido en microARN (miRNA-124a, miRNA-125b y miRNA-
155) en MSC y MNC (a. P<0,001 vs. Human MNC).
B)Contenido intracelular de 1L-6 después de sonicacion de 3x10°MSC y 3x10° MNC.

EJEMPLOS DE LA INVENCION

El siguiente ejemplo se proporciona a modo de ilustracion, y no se pretende que sea

limitativo de la presente invencion.

MATERIAL Y METODOS

Todos los cuidados animales y procedimientos experimentales se aprobaron por el
comité de investigacion y ética del Hospital Universitario Reina Sofia/IMIBIC de
acuerdo con la Directiva 2010/63/EU del Parlamento Europeo y los boletines
institucionales para el uso y cuidado de animales de laboratorio. Todas las muestras
humanas se recogieron después de firmarse un acuerdo de consentimiento de

acuerdo con la declaracion de Helsinki,

Aislamiento de células madre mesengquimales humanas (MSCs)

Se tomaron muestras de médula ésea humana (BM) de la Cresta iliaca de donantes
sanos. Se cultivaron en matraces (FalconTM, Becton y DickinsonPharmigen, Franklin
Lakes, EE.UU) sembrando 10ul de BM células/cm?® en medio esencial minimo alfa-
(a-MEM) (Sigma-Aldrich, St Louis MO) suplementado con 2 mM L-glutamina
(BioWhittaker, Suiza), 15% de suero fetal bovino (FBS) (BioWhittaker, Suiza), 100

U/ml Penicilina (Penilevel laboratorios ERN, Barcelona, Espafia), 0,1 mg/ml de
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estreptomicina (laboratorios Normon, Sevilla, Espafia ) y 1 ng/ml de factor de

crecimiento de fibroblastos basico (b-FGF; CE Peprotech, Londres, Reino Unido).

Se permitié que las células se adhieran durante 48h y las no adheridas se lavaron
con un buffer fosfato salino (PSB) 100mM pH=7,4 (Sigma-Aldrich, St Louis MO).
Después de 48h, a-MEM se suplementé con 10% de FBS y 1ng / ml de FGF-b,
afiadido dos veces por semana. Todos los cultivas se mantuvieron a 37 ° C en una
atmosfera humidificada con un 5% de CO,. Cuando las células adherentes
alcanzaron 90% de confluencia se separaron con 0,25% de tripsina-EDTA
(BioWhittaker, Suiza), se lavé dos veces con PBS, se centrifugé a 1800 rpm durante

5 min a 4 °C. Las MSC se utilizaron entre el paso 2 y 4.

Inmunofenotipo y anélisis de multipotencia de MSC

El inmunofenotipo de las MSC se evalué mediante incubacién con anticuerpos
monoclonales conjugados por isocianato fluoresceina (FITC) o ficoeritrina (PE). Los
anticuerpos Anti-CD90-PE (Sigma-Aldrich, St Louis MO), anti-CD34-FITC (Myltenyi
Biotec, Alemania) y anti-CD45-PE (Sigma-Aldrich, St Louis MO) se utilizaron

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se adquirieron 5 x 10% células por citometria de flujo (FACSCalibur, Becton y
Dickinson, Franklin Lakes, EE.UU.) excluyendo los desechos celulares por
dispersién lateral y analizado mediante el software CellQuest. El porcentaje de
células positivas se calculéd después de quitar la fluorescencia de fondo, medida con
los apropiados isotipos control: PE-lgG2a-ratéon y FITC-1lgG1 (Miltenyi Biotec,
Alemania).

Diferenciacién adipogénica y ostiogénica de MSC humanas

La adipogénesis se desarrolld mediante el cultivo durante 10 dias con medio
adipogénico (dexametasona 0,5 pM,isobutilmetilxantina 0,5 mM, y 50 uM
indometacina; Sigma-Aldrich, St Louis MO) en placas multiwell de 6 pocillos con 1,5
mi de volumen. La osteogénesis se indujo con un fratamiento de 21 dias con
dexametasona 0,5 uM, acido ascérbico 0,2 mM y B-glicerofosfato 10mM en placas

multiwell de 6 pocillos con 1,5 ml de volumen. Para detectar mineralizacion y
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depositos de calcio se realizé una tincién con rojo alizarina. En resumen, después de
21 dias las células se lavaron con PBS (1,5 ml por pocillo), se fijaron con
formaldehido 4% y 2% de sacarosa durante 15 minutos. Se retiré la solucion de
fijacion y se lavo con agua (1,5 ml por pocillo). Se tifieron con rojo alizarina 40mM
(pH 4,2) durante 20 minutos a temperatura ambiente (2 ml por pocillo). Las células
tefiidas se lavaron con 5 enjuagues con agua pH 7, seguidas de un lavado de 15

minutos con rotacién (2 mi por pocillo). Los cultivos tefiidos se fotografiaron.

Disefio experimental y procedimientos gquirdrgicos

Hembras de ratas Wistar de 200-250g (Fondo de Reproduccién Animal del Hospital
Universitario Reina Sofia, Cérdoba, Espafia) se mantuvieron en condiciones
controladas de luz (ciclo: 12h luz-12h oscuridad) y temperatura (22 °C), provistas de

alimentacién (Purina®, Barcelona, Espafia) y agua ad libitum.

En primer lugar, se llevé a cabo un estudio del efecto hepatotéxico de la
tioacetamida (TAA) en ratas. Para ello, se inyecté por via intraperitoneal una dosis
de 400mg de TAA /kg de peso corporal (Sigma-Aldrich, St. Louis MO). Las muestras
hepéaticas y de sangre se recogieron de 0, 6, 12, 24, y48hdespués de la
administracionTAA. A cada tiempo se usaron 5 ratas. Los efectos hepatotoxicos del
TAA se detectaron de 12-24h, siendo maximos a las 48h. A partir de estos datos se

desarroll6 el disefio experimental (Figura 1).

Al inicio del experimento (t=0) se inyectaron 400 mg de TAA / kg de peso corporal
excepto al grupo operacion simulada (SO). Después de 18h de tratamiento con TAA,
las ratas se anestesiaron con sevoflurano al 3% y el procedimiento quirdrgico
mediante una incision ventral media hasta la exposicioén de la vena porta. Se realizd
una infusién por la vena porta de suero fisiologico (TAA), MSC intactas (TAA+MSC)
o contenido intracelular de MSC (TAA+IC-MSC) en un volumen final de 0,3ml, en
siete individuos por grupo (n=7). Se us6 una aguja 26G. En el grupo TAA+MSC se
trasplantaron 3x10° MSC intactas. Para obtener el contenido intracelular, 3x10° MSC
se rompieron mediante sonicacién (Diagenode, Legen, Bélgica). Despues de este
tratamiento se comprob6 la ausencia de viabilidad celular mediante la prueba de azul
de tripano (Sigma-Aldrich, St Louis MO). Las células se centrifugaron a 1800 rpm

durante 10 minutos para antes de estar listas para la infusién. La infusién se llevo a
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cabo ejerciendo una presion suave en la vena porta durante 15-30 segundos para
evitar el sangrado. Para el cierre abdominal y de la piel se utilizé Prolene 6/0. Como

agente analgésico se uso6 Fentanil (0,4mg/kg de peso; Ratiopharm, Madrid, Esparia).

Con el fin de comparar los efectos de las MSCs con ofro tipo celular, se trasplantaron
células mononucleares humanas (MNC) de sangre periférica por la vena porta. Las
MNC se obtuvieron de voluntarios sanos gue prestaron su consentimiento. Para su
obtencién se realizéd una centrifugacion a 3000rpm durante 20 minutos a 4°C de la
sangre y se aplicé un gradiente de Ficoll, PSB y de nuevo Ficoll. En ratas tratadas
con TAA se trasplantaron a través de la vena porta 3x10° MNC. Finalmente, 48h
después de la administracion del TAA, los animales se anestesiaron con
pentobarbital (100mg/Kg peso corporal) y se sacrificaron mediante puncion adrtica
abdominal. Se recogié la sangre y el plasma y el suero obtenido se congelaron a -20
° C hasta que se hicieron los examenes bioquimicos e histolégicos. El higado se lavo
con solucién salina fria y se retiré rapidamente para realizar los examenes
bioquimicos e histologicos. Las muestras de higado se almacenaron a -80 ° C y en
formaldehido 4%.

Parametros de la funcién hepatica

Las concentraciones séricas de aspartato aminotransferasa (AST), alanina
aminotransferasa (ALT), bilirrubina total y fosfatasa alcalina se midieron usando los
indicadores de dafio hepatico de acuerdo con los kits de diagnostico estandares

(Biosystems SA, Barcelona, Espafia).

Analisis Western blot

Las muestras de higado se congelaron a -80°C hasta que se realiz6 el Western blot.
El higado se homogeneizé mediante incubacién con un tampén de lisis pH 7,9 que
contiene 10mM Hepes, 10mM KCI, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1mM mM DTT,
0,5MM PMSF, 70ug/ml mezcla de inhibidor de proteasa, 0,5% lIgual CA-630 (Sigma-
Aldrich, St Louis MO). Después de 15 minutos en hielo, las muestras se
centrifugaron a 10000g a 4°C durante 5 minutos. Se recogieron los sobrenadantes y
se cuantificaron las proteinas por el método de Bradford (Bio-Rad, Hércules, CA).
Las proteinas se separaron usando 50 ug de proteinas de lisado de higado en geles

SDS-poliacrilamida al 7% (Bio-Rad, Hércules, CA) y se transfirié a una membrana de
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nitrocelulosa (Bio-Rad, Hércules, CA). Las membranas se incubaron en una solucion
de bloqueo BSA (Sigma-Aldrich, St Louis MO) para proteinas fosforiladas o con
leche en polvo no grasa (Bio-Rad, Hércules, CA) para el resto de proteinas. Akt
(1:1000 dilucién, Cell Signaling, Boston, MA, USA), Akt-fosforilada (1:1000 dilucion,
Cell Signaling, Boston, MA, USA), NFkB (p50) (1:500 dilucion, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.), IkBa (1:500 dilucién, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) y B-actina
(1:1000 dilucién, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) se utilizaron como anticuerpos
primarios en diluidos en solucién Tween Tris (TTBS; Sigma-Aldrich, St Louis MO)
con BSA al 5% o leche en polvo sin grasas. Las trasferencias se inmunoetiquetaron
usando un anticuerpo secundario conjugado de peroxidasa de rabano y se revelaron
utilizando el sistema ECL Avanzado para la deteccion por Western Blot (Amersham

Biosciences, Uppsala, Suecia).

Analisis de RT-PCR cuantitativa a tiempo real

El ARN total se extrajo a partir de higado con el reactivo Trizol (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO). El ARN total se cuantificdé mediante espectrofotometria (ND-1000,
Tecnologies Nanodrop, DE, EE.UU.). Se traté con ADNasa (ADNasa kit, Sigma-
Aldrich, St Louis, MO) 1 ug del ARN total. El kit Quantitect de PCR en tiempo real
(Qiagen, Hilden, Alemania) se utilizé para llevar a cabo la retrotranscripcion de
ARNM. La PCR se llevé a cabo en un ciclador de luz 480 de Roche Diagnostic,
Basilea, Suiza. La ciclina D1y 18S ribosomal fueron designados con el software libre
Oligo 7 y sus secuencias son ciclina D1 F: 5' CCG AGG AGC TGC TGC AAATGG A
3' (SEQ ID NO: 1), R: 5' ATG GAG GGC GGA TTG GAA ATG AAC 3' (SEQ ID NO:
2), 18S F: 5 GTA ACC CGT TGA ACC CCA TT 3' (SEQ ID NO: 3), R: 5' CCA TCC
CGG AAT TAG TAG CG 3' (SEQ ID NO: 4).

Analisis de microRNA

Se realizé una prueba de expresion comparativa de miRNA-124a, miRNA-125b y
miRNA-155 entre MSC y MNC. EI ARN total se extrajo con TriZol. Para cuantificar la
expresion del microARN entre MSC y MSC se preparé una PCR a tiempo real,
empleando sondas Tagman sintetizadas por Qiagen (Qiagen, Hilden, Alemania) y
utilizando un ciclador de luz (Roche Diagnostic, Basilea, Suiza). Los datos se

analizaron comparativamente usando la formula 2. Se utilizaron pequefios ARN
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U6 como limpiadores que normalizaran los miRNAs. Los resultados se muestran

como cambios respecto a MSC.

Andlisis inmunchistoquimico

Las biopsias de higado se fijaron en formaldehido al 4%, se trataron con alcohol,
xileno se embebieron en parafina. Los reactivos usados se adquirieron en MERCK
(Darmstadt, Alemania). Se cortaron secciones de cuatro micrémetros y se tifieron
con hematoxilina-eosina y tricrémico de Masson para las CD90, PCNA y B-catenina
de acuerdo con los procedimientos estandares. Los analisis inmuhistoquimicos se
hicieron con el kit de tincidon DakoCytomation (Glostrup, Dinamarca). La cera de las
secciones de higado se eliminé con xileno, rehidratacion etanol e incubacion a 100
°C en solucion Target RetrievalChemMate™ (Dako, Barcelona, Espafa) durante 20
minutos. Después se lavé con PSB, los portaobjetos se incubaron durante 10
minutos en perédxido de hidréogeno al 3% para bloquear la peroxidasa enddgena.
Durante 30 minutos se incubd con los siguientes anticuerpos: Anti-humano CDS0
(Sigma-Aldrich, St Louis MO), anti PCNA de rata (Santa Cruz Biotechnology, Inc) y
B-catenina de rata (Sefializacion Celular, Boston, MA, EE.UU.). Después las laminas
se lavaron durante 5 minutos en PBS y se incubaron 30’ con un polimero marcado
con HRP. Para colorear de marrén las areas positivas se utilizé diaminobencidina
durante 5 minutos. Por Ultimo, se tifleron con hematoxilina y montadas en medio de

montaje Eukitt (Eukitt Medio de Montaje, Labobam, Navarra, Espafia).

Ensayo de muerte celular por apoptosis

La apoptosis se midié mediante el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas de
deteccién de muerte celular de Roche Diagnostic (Barcelona, Espafia) y de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. En resumen, el homogeneizado de higado se
incubé con anticuerpos anti-histona etiquetados con biotina y anti-DNA conjugados
con microplacas de peroxidasa cubiertas de estreptavidina durante 2 horas. Se
lavaron los pocillos de las microplacas y se incubaron con el sustrato para su
medicion colorimétrica a longitud de onda 405nm con referencia de 490nm

Analisis estadistico
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Los resultados se expresan como media = error estandar. Las comparaciones se
hicieron usando el test ANOVA. La significacion estadistica se establecié en p <
0,05.

RESULTADOS

La administracion de tioacetamida induce dafio hepatico en ratas

En primer lugar se analizaron los efectos hepatotéxicos de una sola inyeccion de
tioacetamida (TAA; 400mg/kg de peso corporal). Dieciocho horas después de la
administracién de TAA empezaron a aumentar los marcadores de lesiéon hepatica;
aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), fosfatasa
alcalina (ALP) y la bilirrubina directa. Después de 12-18h de la inyeccién de TAA, los
estudios histoldgicos mostraron la presencia de células apoptétcias y necréticas
alrededor de la vena central y en el parénquima hepatico. El efecto hepatotdxico
mayor del TAA se registré a las 48h de la administraciéon y se observaron altos
niveles de transaminasas, fosfatasa alcalina, bilirrubina total y grandes areas

necroticas y apoptoticas alrededor de la vena central.
En estas condiciones se analizaron los efectos de la infusién de MSC o su contenido
intracelular. Se evalué el efecto de [a terapia con células madre a las 48 horas de la

administracién de TAA, donde se encontro el dafio hepatico mayor.

Inmunofenctipo v pluripotencia de células trasplantadas

El inmunofenotipo de las células trasplantadas en la vena porta de las ratas tratadas
con TAA se analizd mediante citometria de flujo. En estas células se evaluaron los
marcadores caracteristicos de las MSC, tales como CD90", CD45 y CD34 (Figura
2A). Para comprobar la pluripotencia se realizaron diferenciaciones osteogénica y
adipogénica. La Figura 2B revela la presencia de mineralizacién de la matriz
especifica de osteoblastos, mientras que la figura 2C muestra gotas de lipidos

especificas de adipocitos.

MSC humanas trasplantadas estan localizadas dentro del higado de rata
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En primer lugar se analizo si las células frasplantadas a través de la vena porta se
implantaron en el parénquima hepatico de las ratas tratadas con TAA. En el
parénquima del higado se detectaron antigenos humanos CD90, uno de los
principales marcadores de MSC. Las ratas con infusion de MSC humanas
(TAA+MSC) se localizaron alrededor de las areas necroéticas inducidas por TAA. En
las ratas con infusién de contenido intracelular de MSC (TAA+IC-MSC) se detectd
este marcador humano con menor intensidad en el parénquima hepatico y también
en el sinusoide. Las ratas sanas y tratadas con TAA no mostraron tincién de CD80
humano (Figura 3) lo que indica la tincién positiva, activada por la presencia de
antigenos humanos, encontrada después de la infusion de células madre (MSC y IC-
MSC).

El trasplante de MSCs o la infusiéon su contenido intracelular mejoran la funcién

hepatica de ratas tratadas con TAA

Para evaluar los efectos de ambas terapias (MSC y su lisado) en las ratas tratadas
con TAA se evaluaron varios parametros relacionados con la funcion hepatica.
Después de 48h de la administracion de TAA se encontraron niveles significativos de
ALT, AST, ALP vy bilirrubina (Figura 4). El trasplante de MSC (TAA+MSC) redujo
significativamente los niveles de estos pardmetros de dafio hepatico. En
comparacion con el trasplante de MSC, la infusién de IC-MSC provocd una
disminucién mas efectiva de los niveles de AST, ALT, ALP y de bilirrubina que MSC
intactas (c p<0,001 vs. TAA+MSC; Figura 4A).

Los estudios histolégicos (Hematoxilina-eosina y tricrémico de Masson) corroboraron
estos datos. Las imagenes mostraron claramente que los trasplantes de MSC
redujeron las areas necroticas producidas por TAA. En comparacién con TAA+MSC,
la administracion de los lisados de MSC (TAA+IC-MSC) mejoré significativamente la

arquitectura hepatica con menos necrosis y apoptosis (Figura 4B).

En condiciones hormales, los hepatocitos establecen uniones célula-célula donde
participa la B-catenina. En las areas de necrosis y apoptosis inducida por TAA habia
claramente una pérdida de B-catenina en la membrana plasmatica de los
hepatocitos. MSC trasplante (TAA + MSC) frené la pérdida de B-catenina. Contenido

intracelular de administracion MSC (TAA + IC-MSC) fue capaz de recuperar la tincion
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de B-catenina la restauraciébn de la arquitectura caracteristica del parénquima

hepatico (Figura 4B).

El trasplante de MSCs o la infusién su contenido infracelular activan las vias

antiapoptoticas v disminuye la muerte celular.

La administraciéon de TAA incrementa la apoptosis con respecto a las ratas control
(SO). El contenido de fragmentos de ADN asociados a histonas citosdlicas y muerte
celular se redujo después del trasplante de MSC (TAA+MSC). Se encontrd que la
apoptosis fue significativamente menor en el grupo de TAA+IC-MSC con respecto
TAA+MSC (Figura 5A).

Ademas, se detectaron niveles bajo de NF-kB, una proteina que participa en la
supervivencia celular, en ratas tratadas con TAA. El trasplante de MSC intactas
(TAA+MSC) o la infusién del lisado del MSC humano (TAA+IC-MSC) aumenté la
expresion de esta proteina anti-apoptética. Los niveles de IkBa, un inhibidor
endogeno de NF-kappa B, también se redujeron después de la terapia con MSCs
humanas. Finalmente se observd un aumento del estado de fosforilacion de Akt
después del trasplante de MSC intactas (TAA + MSC) o la infusidn intracelular de
MSC (TAA + IC-MSC) con respecto a las ratas tratadas con TAA (Figura 5B). Estas
proteinas no fueron expresadas diferencialmente en TAA+MSC y TAA+IC-MSC.

El trasplante de MSC o la infusién de su contenido intracelular estimulan la

proliferacién hepatica.

La proliferacion hepatica se evalué a través de la expresién del ARNm de la ciclina
D1, un regulador de la proteina de ciclo celular especifica de la fase G1/S. Se
detectaron altos niveles de ciclina D1 después de las terapias con MSC respecto al

control de ratas tratadas TAA, donde se mantuvieron los niveles (Figura 6A).

La proteina PCNA es una proteina nuclear que se sintetiza sélo durante la division
celular y se detecté mediante pruebas inmunohistoquimicas del tejido hepatico. Las
ratas tratadas con TAA mostraron niveles similares de PCNA que las ratas control.
Se observd una tincion nuclear paositiva de PCNA después de las terapias TAA+MSC

y TAA+IC-MSC mostrando un aumento de la proliferacion hepatica (Figura 6B).
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Los efectos hepatoprotectores son especificos de las MSC humanas

Con el fin de comprobar el potencial terapéutico especifico de MSC, las células
mononucleares humanas (MNC) se trasplantaron en ratas con dafio hepatico por
TAA. La infusion de MNC humanas se comparé con el trasplante de MSC. MNC no
mejoré la funcién hepatica; y los valores de ALT fueron similares a los encontrados
en ratas fratadas con TAA (Figura 7A). Ademas, la tincién de hematoxilina reveld
areas necroticas y apoptoticas similares en ratas tratadas con TAA y tratadas con
MNC (Figura 7B).

Expresion diferenciada entre MNC y MSC de miRNA-124a, miRNA-125b v miRNA-
155

Para explicar los efectos diferentes del frasplante de MSC y MNC se analizé la
expresion de varios microARN. Los resultados mostraron que en MSC, miRNA-124a
y miRNA 125b se sobre expresaron 2 y 1000 veces sus valores normales,
respectivamente (Figura 8C), no obstante la expresion de miRNA-155 en MSC se
disminuye la expresién 2 veces con respecto a las MNC (Figura 8A). El contenido
intracelular de IL-6 se evalu6 por ELISA. Los resultados mostraron que el contenido
de IL-6 fue mayor de cinco veces en el MSC de MNC (Figura 8D).
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REIVINDICACIONES

1.- El uso del contenido intracelular de una célula madre mesenquimal aislada en [a

elaboracion de un medicamento.

2.- El uso del contenido intracelular de una célula madre mesenquimal aislada en la
elaboracion de un medicamento para la reparacién y/o regeneracion de érganos y/o

tejidos.

3.- El uso del contenido intracelular de una célula madre mesenquimal aislada en la

elaboracion de un medicamento para la reparacién y/o regeneracion del higado.

4.- El uso del contenido intracelular de una célula madre mesenquimal aislada en la

elaboracién de un medicamento para el tratamiento del dafio hepatico.

5.- El uso del contenido intracelular de una célula madre mesenquimal aislada segun

la reivindicacién anterior, donde el dafio hepatico es dafio hepatico agudo.

6.- El uso del contenido intracelular de una célula madre mesenquimal aislada segin
cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde la célula madre mesenquimal aislada

es una célula humana.

7.- Una composicion que comprende el contenido intracelular de células madre

mesenguimales.

8.- La composicion segun la reivindicacion 7, donde la célula madre mesenquimal

aislada es una célula humana.

9.- La composicidbn segun cualquiera de las reivindicaciones 7-8, donde la

composicion es una compasicion farmacéutica.

10.- La composicion seglin cualquiera de las reivindicaciones 7-9, que ademas

comprende excipientes farmacéuticamente aceptables.
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11.- El uso de una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 7 - 10 en la
elaboracion de un medicamento para la reparacion y/o regeneracion de 6rganos y/o
tejidos.

12.- El uso de una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 7 - 10 en la

elaboracion de un medicamento para la reparacioén y/o regeneracion del higado.

13.- El uso de una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 7 - 10 en la

elaboracion de un medicamento para el tratamiento del dafio hepatico.

14.- El uso de una composicién segun la reivindicacion anterior, donde el dafio

hepatico es dafo hepético agudo.

15.- El uso de la composicidn segun cualquiera de las reivindicaciones 7-10 para la

conservacion extra-corpérea de érganos extraidos para trasplante.

16. El uso de la compaosicion segun la reivindicacién anterior, donde el 6rgano es el

higado.
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RESUMEN

COMPOSICIONES PARA EL TRATAMIENTO DEL DANO HEPATICO

La presente invencion describe el uso del contenido intracelular de células madre
mesenquimales en individuos con dafio hepético agudo para estimular la supervivencia,
regeneracién y/o reparacion del érgano dafiado. Ademas, la presente invencion también
describe el uso de este lisado para la elaboracion de una composicién farmacéutica que
comprenda dicho contenido intracelular, destinada a estimular la supervivencia,

regeneracion y/o reparacion de érganos, especificamente del higado.
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