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Reaumen

Biologia molecular y celular de las células troncales hepaticas

Las células troncales se definen por su con capacidad de autaméi y por la
potencialidad de generar tipos celulares diferenciados. El higado poseetaivla no
capacidad regenerativa; frente a un dafio extenso o reiterado la regersrgurigauce

por la activacion de las células troncales hepaticas. Edtdascge originan durante la
embriogénesis hepética y se mantienen latentes durante toddalaadulta del
individuo. La historia del estudio de las células troncales hepditicastado marcada

por diversas controversias en torno a su existencia, su origen e idetificabjetivo:

aislar, identificar y caracterizar células troncales hepaticaslar la potencialidad de

la utilizacion de éstas como herramienta en el tratamiento demed@des
degenerativas del higado. Resultadt@s células troncales/progenitoras hepaticas
(LSPC) de rata expresaron OC2, OC3 y Thy-1, y fueron capaces de proliferar (dando
origen a las células tipo ovales) cuando se cultivaron in vitroesemcia del factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF). La expresiéon de EpCAM de las d8R&ton se
utilizé como criterio de seleccidén para su aislamiento. La subpohl&pCAM (+)
presenté (por PCR en tiempo real) una expresion significativamente superior de
citoqueratina 19, Claudina3, alfa-fetoproteina y DIk-1. La subpoblacion EpGAM
mostré una distribuciébn espacial caracteristica de secuencias ivapetit
pericentromeéricas y un patron homogéneo de acetilacion (K14, K23) pei@ti(K9)

de la histona H3. Las células EpCAM (+) fueron capaces de anidabanoey migrar

hacia el higado luego del trasplante intraesplénico en ratones.usidnclas células
EpCAM (+) presentan un patron de expresion de genes caracteristico y una
organizacion nuclear particular que se correlaciona con el caracter tgoecak les
atribuye a las LSCP. En este trabajo se presenta un método serefilbiiegte para

aislar LSPC de raton.
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Reaumen

Palabras clave Células troncales, EpCAM, Células troncales hepéticas, Células ovales,
Trasplante celular, caracter troncal.

Molecular and cellular biology of liver stem cells

Stem cells are defined by their capacity of self-renewal aridebpotential to give rise

to differentiated cell types. The liver has a remarkable regenecapaity; when the
damage is extended or repeated the regeneration is carried out loyivagoa of the

liver stem cells. These cells are originated during the hepaticyegenesis and they
stay latent during the whole life of the individual. The history of thdysof liver stem
cells was characterized by controversies around their existende, otigin and
identification. Objective: to isolate, identify and characterizer|lstem cells and to
evaluate the potential use as tools for the treatment of degenerative disorders of the
liver. Results: the liver stem/progenitor cells (LSPC) from rat exple®§2, OC3 and
Thy-1, and they were capable of proliferate (giving rise to bkal-cells) when they
were cultured in vitro in presence of hepatocyte grow factor (HGF)eXpeession of
EpCAM by the LSPC was used as selection criteria for the isolatiba. shib-
population EpCAM (+) showed (byeRtime PCR) a significantly superior expression
of citoqueratin 19, claudin3, alpha-fetoprotein and DIk-1. The sub-population of
EpCAM (+) cells presented a characteristic spatial distribution of rédpetitive
sequences peri-centromeric and a homogeneous pattern of acetylation 2814nid
methylation (K9) of the histone H3. The EpCAM (+) cells were able to hortéean
spleen and migrate to the liver after the intra-splenic transplamice. Conclusion:
EpCAM (+) cells exhibit a characteristic pattern of gene expressiora athstinctive
nuclear organization that correlate with the stemness attributed ©. USEhis thesis, |
present a simple and efficient method to isolate mouse LSPC.

Key words: Stem cells, EpCAM, Liver stem cells, oval cells, celhsalant, Stemness.

Reaumen Pagina 3



Agradecimientos

Agradecimientos

A Pao, por tanto amor, sin vos no lo podria haber hecho.

A mis hijas: Anita, Sofi, ... y los que vendran, a quienes les quité tiempo de juegos para
realizar esta tesis.

A Nico, incondicional.

A mi mama, un ejemplo de vida.

A toda mi familia (Santi, Vani, Lito, Rosi, Lita, Eduardo, Carlos, Silvia, Juan, Kari,
Mauro, Tiago, Indi, Tomy, José C, Jaime, José Manuel, Andrea F, Matias, Ale, Luis, el
Pum, Lucia, Martita, Juliana, Andrea B, Javier, Josefina, Duhilio, Facundo, Laurita,
Miky, Adi, Inés, Beto, Cristina, Totito, Bore, Fer, Carlitos, Ferdi, Mariano B, Fede L,
Lucas, Fede dM, Mariana G, Mariana Von, Pato, Juan Manuel, Sergio, Mariano K,
Vale) por el apoyo constante.

A Alicia, por tus ensefianzas tanto en lo profesional y en lo personal.

A Luis, por tu empuje, tu sinceridad y tu compromiso.

A Mariana B por tus consejos y tus palabras de aliento.

A mis compafieros del ICBME (Pablo, Marcelo, Adrian, Gloria, Edu, Gra, Emi, Irina,
Vale B, Ale, Maxi, Sabri, Joha, Adri, Lali, Sung Ho, Candela, Rina) con quienes pasé 9
afos de mesada, por su ayuda para realizar este trabajo.

A mis compafieros del CIC BidB\E (Luis, Luciano, Nerea, Amaia, Félix) por

haberme tratado como uno mas y hacer mi estadia muy placentera.

Agradecimientos Pagina 4



Dedicatoria

Al Céndor

No le pidas peros al alma

Pagina 5



Indice

indice
FN (oA F= LU = T PP PPPPPPRPPPPP 8
0o L1 T o3 T o PSPPI 11
1. CEAIUIAS trONCAIES......cceiiiiieeee et e e e e e e e e e e e e e e e aeaeees 11
2. Nicho de as Celulas troNCAlES.........cccuuuiiiiiiiiiiiiieee e 16
3. Desarrollo embriol0gico del higado ........ccovvviiieeeeeeieiiicceee e 18
4. Elhigado y el sistema hemopOYELICO ...........coeeeiiiiiiiiiiieeiiiiiieee e 24
5. Células troncales hepatiCas.............oovvriiiiiiiiiiiii e 25
[ T 0 (=] U PPPPP 37
(@] ][] 110U P TP P TP 39
MaterialeS Y MELOUOS .......cccoeiiiiiieeee e e e e e e e e e 40
Animales de experimentaciOn ... e 40
AISIAMIENTO A CEIUIAS ...ttt 40
LiSiS de glODUIOS FOJOS .....ceeeieiiiiecee et 41
Recuento de células & viabilidad celular ... 41
SepParacion de CEIUIAS.........uuueiei e a e e e e e 42
Gradiente de PerCOIl ... 42
Separacion de células mediante el sistema MACS (Magnetic Assisted Cell
SY=T 0= 1= 1110 o) S PPPPPUPPRRRR 42
CUILIVO A€ CEIUIAS ... e e e e e e e e e aeaaaaaeeees 43
Pre-tratamiento de las superficies de cultivo celular............cccccceeeeeiiinniiiiiiiiieeenn, 43
Cultivo de células fetales de higado de rata ...............coevvviviiiiiiiieie e 44
Células troncales de higado de ratOon ............cuueeeiieiiiiiiiiiie e 44
Cultivo en medio SEMI-SONITO .......uuuuiiiiiiiiiiiiieiee e 45
Inmunofluorescencia INAIECTA ............uuuiuiiiiiiii s 46
Citometria de fIUJO ... .o 47
Estudios sobre la organizacion del NUCIEO0............cccoiiiiiiiiiiiicee e 49
FiJacion de 1aS CEIUIAS .........uuuueiiice it 49
Hibridacion in Situ flUOrESCENLE.........ccooi i 49
ADN-FISH para satélite Mayor Y MENOT ............cuuuuiiuiiiiiieeeeeeeeee e 51
Hibridacion in situ fluorescente de ARN (ARN-FISH) ... 53
Adquisicion y andlisis de iIMAGENES ...........uuiiiiiei e 54
RT-PCR SEMIi-CUANTITALIVA. ......ceiiiiiiiieeeiiiiiii i e e 55
EXracCioN A& ARN .......uiiiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e eeeeaeeaeeaaaasasanannnes 55
PCR €N tIEMPO ALt a e 57
ANAIISIS A€ 10S AALOS ... e 59

indice Pagina 6



Indice

Trasplante de CElUIAs troNCAIES .........cc.uuiiiiii e 61
Preparacion de la suspension CelUlar.............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiie e 61
Trasplante esplénico de células troncales.............coovviiiiiiiiiiiiiiiee e 62
Determinacion de la capacidad de anidacion ...............cccooeicciiiiiiiiiiiiiceceee e 62

RESUITATOS ...ttt et e e e e e e e e e e e e s s s s bbb bbbt a e e e e e e e e e e aeeeeas 64

1. Aislamiento y caracterizacion de células troncales de higado de rata................. 64

2. Aislamiento y caracterizacion de células troncales de higado de raton .............. 70

3. Aislamiento y caracterizacion de células troncales EpCAM () ........cccovvvvvvennns 77
Expresion de genes asociados al caracter hepato-especificos en células tr8ncales
Expresion de genes asociados con el caracter troncal ...........cccceeeviiiiieeieeniiiiieennn. 82
Expresion in situ de genes asociados al caracter hepatico en células tron&es .....

4. 0Organizacion del gENOMA ......ccoooeiiiiiiieece e 86

5. Purificacion y cultivo de células troncales EDCAM (#) ...uvvevveeiiiiiiiiieeeiiiiiieeen. 88

6. Trasplante de Celulas EPCAM () .oouuuiuiiiiiiiiii e e e e e e e e e eeeaenans 90

DISCUSION ...ttt e et e e e e e e e e e e e e aassas s e aabsbe ittt ee e e e e e eeeeaeaaeeaeeeaaessssannnnnnnnns 93

Células troncales hepatiCas de rataS........couiuuuiiiiee i 93

Células troncales hepaticas de ratON ...........cccooeeiiiiiiiiiiecce e 96

Expresion génica en células troncales hepaticas de raton ............ccccoevvviiiiieeeennnnee. 106

Cultivo de células troncales EPCAM (F) .ooooiiiiiiiiicciieeeeeeee e 113

Trasplante de CElulas EPCAM (F) oo e e e 115

CONCIUSIONES FINAIES ... e e e e e e e eees 117

BIDIOGIATia ...cceiiiieiiee e 119

indice Pagina 7



Abreviaturas

Abreviaturas

2-AAF: 2-acetilaminofluorano.

ADN-FISH: Hibridacion fluorescente in situ édN.

AFP: alfa-fetoproteina.

ALB: albumina.

ARN-FISH: Hibridacién fluorescente in situ de ARN.
ARNi: ARN de interferencia.

BFU-E: unidades formadoras de brotes eritroides.
BMP: proteinas morfogenéticas del hueso.

CCL4: tetracloruro de carbono.

CFSE: carboxifluoresceina-diacetato-succinimidil-ester.
CK19 o K19: citoqueratina 19.

Cldn3: Claudina3.

CNS: sistema nervioso central.

Cp: punto de cruce.

CSC: células troncales cancerosas (Cancer Sedis) C
Dlk-1: Delta-like leucine zipper kinase-1.

Dpc: dias post coitum.

DPPIV: di-peptidil-peptidasa V.

EC.: criptorquidia inducido experimentalmente.

EGF: factor de crecimiento epidérmico.

EMT: transicion epitelial-mesenquimal (EpitheltaHViesenchymal Transition)
EpCAM: Molécula de adhesion celular epitelial (Epithelial Cellular Aatimes

Molecule.
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Abreviaturas

ESC: células troncales embrionarias (Embrionic Stem)Cells

FACS: separacion de células activada por florescencia.

FHM: fraccidbn hemopoyética.

FHP: fraccién hepatica.

FISH: Hibridacion fluorescente in situ (Fluorescent in situ hybridization).
FT: factores de transcripcion.

G6P: glucosa-6-fosfatasa.

GAPDH: gliceral-dehidro-3-fosfatodeshidrogenasa.

GPI: glicosil-fosfatidil-inositol.

HBSS: solucion tampon salina de Hank (Hank's buffer saline sojution

HCC: carcinoma hepatocelular.

Hem: célula progenitora hemopoyétics.

Hep: hepatocitos maduros.

HEPES: solucién tampon de acido hidroxietil-piperazina-etanosulfénico.
HGF: factor de crecimiento de hepatocitos.

HSC: células troncales hemopoyéticas.

ICM: madzo celular interno del blastocisto.

INCUCAI: Instituto Nacional Central Unico Coordinador de Ablacién e Implante.
IPS: células troncales pluripotentes inducidas (induced Pluripotent Stem).
LSPC: Células troncales\progenitoras hepaticas (Liver stem/progenitdr cells
MACS: Separacion de células asistida magnéticamente (MagneattedsSell
Separatioh

MAPK: proteinas quinasas activadas por mitdgenos (Mitogen Activated Protein
Kinases).

miR: micro ARN.
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NCAM: Molécula de adhesion celular neuronal.

PBS: solucién tampdn fosfato salino.

PFA: Para-formaldehido.

Real Time-PCR: PCR en tiempo real.

RT-PCR: PCR con transcriptasa reversa.

TGF: factor de crecimiento transformante beta.

UFC: unidades formadoras de colonias.

UFC-GM: unidades formadoras de colonias granulociticas-macrofagicas.
UFC-ME: unidades formadoras de colonias megacariociticas.

al-aa:al-antitripsina.
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Introduccion

Introduccion
1. Células troncales

Las células troncales, Stem Cells en ingksdefinen como aquellas células con
capacidad de automantenimiento y con la potencialidad de germwar celulares
diferenciado$.

El término célula troncal aparecié por primera vez en la literatura en 1868,
introducido por el eminente bidlogo Aleman Ernest Haeckel para desdrdntecesor
unicelular de los organismos pluricelularesHaeckel fue unos de los principales
impulsores de la teoria de la recapitulacion, la cual sostiene Iquesarrollo
embrionario de cada especie (ontogenia) repite completament¢old@aheyolutiva de
dicha especie (filogenia). Si bien esta teoria ha quedado desacreditadactualidad,
permitié que en el afilo 1877 Haeckel, basandose en esta teoria, propusetraogiie
fertilizado o cigota (que da origen a todas las células del orgarimmioén a los
tejidos extraembrionarios) también sea llamado célula tr8ncal

Hacia fines del siglo XIX el término célula troncal fue ganando mageptacion en el
contexto de las discusiones fundamentales para la embriologia, como ladiei&on
sobre la continuidad del germoplasma (para describir lo que hoy conocemos c
células troncales de la linea germinal) o aquellas esebrorigen del sistema
hemopoyéticd. Los trabajos de Till y McCulloch en la segunda mitad del siglo XX
permitieron identificar por primera vez a las células troncales herétpay’(HSC,
por sus siglas en inglés). Estos autores introdujeron por primera vezoslonue
inyeccion intra-esplénica de células de la médula 6sea paitiicderel nimero de

unidades formadoras de colonias (UFC) presente en una suspension de eélalas d
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Introduccion

médula 6sea. A partir de los experimentos realizados, estos autores condjuyeuna
pequefia proporcion de las células totales de la médula ésea sos pélulitivas
capaces de anidar en el bazo, proliferar, diferenciarse y dar origen dkenina misma
colonia a todos los linajes hemopoyéticos

En el final del siglo XX y comienzos del XXI, nuestros conocimiestse células
troncales ha progresado substancialmente, y se han identificado excados tejidos
adultos®.Por ejemplo, han sido descriptas células troncales somaticaspési J, el
sistema nervioso centrat’ la médula 6sel, el higadd?*? el intestind*, el masculo
esqueléticd>*®y el corazort”.

Las células troncales poseen potencialidad variable, y sélgdeaagi los descendientes
de sus primeras dos divisiones son totipotentes, es decir capaces alegeiaral
embrién y al trofoblasto de la placertfa A partir de las divisiones subsiguientes, las
células comienzan a especializarse. En ratones, a los 3,5 diasatéogeas divisiones
asimeétricas de células polarizadas de la mérula dan origercéldées pluripotenciales
que formanel madzo celular interno del blastocisto (ICMY. Estas células son
pluripotentes, dado que son capaces de dar origen a todas las célotgamisimo pero
incapaces de producir un embrién ya que no pueden de formar la placentaigidss tej
de soporte'®. A partir de las células del ICM se produce la diferenciaciénosn |
distintos linajes (ectodermo, mesodermo, endodermo) y por ende todos los tipos
celulares de los érganos y tejidos fetales y adultos del individuajyyerado a las
células progenitoras tejido-especificas y a las células prasitie la linea germinAl.
Durante el desarrollo embrionario, las células originadagld@M del blastocisto
proliferan, migran, anidan, proliferan nuevamente y se diferencian paemagdos
tejidos de los distintos 6rganos que constituiran al individuo adlitbas células

troncalesy progenitoras tejido especificas embrionarias dan origen en el adalo a
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Introduccion

células troncales del adulto o sométicas. Es muy poco lo que seschiee las
camcteristicas de las células en estadios intermedios de difeiénces decir entre la
etapa de blastocisto y la de células troncales somaticas Gegalod especificas, que
ocurre aproximadamente en la etapa de nédtula

Las células troncales somaticas se caracterizan por ser muligoteéstas células son
capaces de producir un rango limitado de linajes diferenciados, apropiados para su
localizacion®?%? Las células troncales del intestino delgado, por ejemplo, pueden
producir los cuatro linajes celulares locales (Paneth, caliciformesyoenbs vy
enteroendocrina®) mientras que las células troncales del sistema nervioso Icentra
(CNS) son capaces de generar neuronas, oligodrendrocitos y astrodiosl higado

se encuentran células troncales bipotenciales, que dan origen a amtasgy
hepatocitos®. Las células troncales de cada érgano han evolucionado en paralelo y, en
todos los casos, la presidén de seleccion ha favorecido la formacionpidasteento y

el mantenimiento de compartimientos de células cuya funcién primhoedi la
regeneracion de tejidos tanto en condiciones normales (homeostasigrcoespuesta

a dafios externos. Es decir, todos los tipos de células troncales pasesearisticas
funcionales diferentes. Por esto, cuando estudiamos una poblacién de célulésstronca
es importante siempre tener en cuenta las caracteristicas fisagldg evolutivas
propias ademas de sus atributos generales de célula troncal. Asitesyqredia, el
término célula troncal es utilizado para describir distintas poblesioelulares que se
caracterizan por sus atributos funcionafés Estd ampliamente aceptado que los
atributos funcionales que caracterizan a las células troncales deheapoyados por
programas moleculares que permitan llevar a cabo sus funcf8rigspero es
importante mantener presente que no se ha encontrado un Unico programa& genétic

comun que controla las propiedades de células troncales difefefites
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Introduccion

Las células troncales de un tejido particular son una poblacion (potenc&alment
heterogénea) de células que se caracterizan por:

e Ser funcionalmente indiferenciadas. Son células que no expresan
marcadores especificos de un tejido, por lo cual no son las células
funcionales de dicho tejido.

e Son capaces de anidar en un ambiente de crecimiento apropiado.

e Son capaces de proliferar. Las células troncales mantienen sudeapaci
de proliferacion a lo largo de toda la vida del individuo. Sin embargo,
estas células estan generalmente en estado quiescente y séoaproli
cuando son activadas, reingresando al ciclo de division celular.

e Automantener la poblacion. Las células troncales son capaces de
dividirse simétricamente originando dos células hijas iguales, @sino
también asimétricamente dando lugar a una célula idénticenersia y
otra que sufre un proceso de diferenciacion. Como resultado del proceso
de division asimétrica, el tamafio de la poblacion de células kesnea
mantiene estable a lo largo del tienffio

e Producir progenies indiferenciadas. Las células troncales pueden dar
origen a las células progenitoras, también conocidas como células
proliferativas transitorias o progenitoras comprometidas. Son células
altamente proliferativas e indiferenciadas, que van adquiriendo
marcadores de diferenciacion a medida que proliferan y dan origen a las
células funcionales de 6&rganos/tejidos. A diferencia de las células

troncales, estas células no son capaces de automantener la poblacion.
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Introduccion

e Participar en la homeostasis y en la regeneracion de tejidoselLdes
troncales pueden ser activadas luego de un dafio, participando en el
proceso de reparacidri’

Idealmente, para que una célula sea considerada troncal debefé@esatizlos estos
criterios, sin embargo la flexibilidad y reversibilidad en el usdagemencionadas
caracteristicas es un requerimiento adicional. En la préctica lwa oépoblacion
celular es categorizada como troncal cuando posee s6lo algunassdeaeacteristicas,

si bien no todas tienen la misma significacién. Asi, por ejemplo, no pradeigorizarse

a una célula como troncal solamente porque tiene capacidad de prolifesiEmerge
porque es indiferenciaddas células troncales embrionarias (ESC) (Embrionic Stem
Cells, en inglés), son células pluripotentes derivadas de las cédellakCM del
blastocito. Las ESC se pueden expandir indefinidamente en cultivo, mbrtismpo
que mantienen su pluripotencialid¥¢* Bajo condiciones de cultivo especificas, estas
células son capaces de diferenciase en diferentes tipos ceflilates factores de
transcripcion ** Oct4, Sox2 y Nanog son claves para el mantenimiento de la
pluripotencialidad de las ESC, los cuales funcionan en un circuito regulategio
silencia la expresion de FT claves requeridos para la diferenciacextivan la
expresion de genes que son importantes para el mantenimiento aeplatehcia >,

El trabajo pionero del grupo de Yamanaka, introduciendo Oct3/4, Sox2
(sorprendentemente sin la necesidadNd@og més c-Myc y Klf4 mediante vectores
virales en fibroblastos de ratén, produjo una revolucién en el campo de Uées cél
troncales con la creacion de las células iPS (las siglasykss ide induced Pluripotent
Stemf™. El potencial de esta tecnologia es muy grande y dia a dfesentran nuevas
aplicaciones que van desde terapias celulares hasta el estutievis farmacoé?

Pero mas alld que los FT en si mismos, ciertas proteinas gquoeireptéadas en la
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Introduccion

remodelacion de la estructura ldecromatina también cumplen una funcién importante
determinando la accesibilidad de los FT al ABN?® En efecto, los mecanismos
epigenéticos son un factor clave en el mantenimiento de la pluGptgnen la
diferenciacion a distintos linaje$’. La cromatina de las ESC posee diferentes
caracteristicas especificas, que la distinguen de aquella en célulasa®maéticcélulas

diferenciada®.

2. Nicho de las células troncales
Como se mencion6 anteriormente, las células troncales se dasacpar su capacidad
de anidar en un ambiente apropiado, esto implica que debe habgaudé residencia
0 nicho de las células troncales. Si bien esta definicion de nicho adigtacer el
concepto arquitectonico del misii® esta descripcién es exigua puesto que la simple
ubicacion espacial de las células troncales no es suficiente pama defiicho. Es
necesario considerar ademas el conjunto de interacciones de las edluk si y con
los demas componentes del ambiente donde se &lofsad que el concepto de nicho
hace referencia a un conjunto de caracteristicas espacialesignéies; el nicho de
células troncales es una entidad y una furf&BhEl nicho modula el nimero vy el
destino de las células troncales, soporta su automantenimiento, intdibtva la
diferenciacion en las situaciones fisioldgicas normales, patofgiea respuesta a una
injuria *°. A pesar de las diferencias particulares, la arquitectura globalctiel parece
tener componentes basicos que son distintévio®dos los tipos de nichos. Esta “lista
de partes” hipotética incluye a la célula troncal en si misma, que varia segun el tipo de
nicho; las células estromales de soporte, que también son vakablesraccionan
directamente con la célula troncal y entre ellas mismas;coiake solubles producidas
local o sistémicamente (factores de crecimiento, hormonas, citoquinei®inas de la

matriz extracelular, que proveen estructura, organizacion y transmitesagdisefales
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externas (como mecanicas Yy eléctricas) al nicho; vasos sapgumes permiten el
reclutamiento de células inflamatorias y otras células cimtesaal nicho; y entradas
nerviosas que comunican sefiales fisiologicas distantes al micevdende las células
troncales.

Los principales atributos que definen a las células troncales se mefersu
comportamiento potencial; este caracter troncal no es una cualidad “presente o ausente”

en una célula dada, sino mas bien una sucesién de comportamientusafeste’>"
Mientras mas atributos de los ya citados tenga una célula, mas preeablque se
comporte como una célula tronc&l Como ya mencionamos, las células troncales
cultivadas in vitro se encuentran en un estado bivalente, @dzadb por una dinamica
de activacion/represion de genes vinculados con diferenciacion y pluripbtiaagia
aln en estado quiescefit®. La respuesta de las células troncales al conjunto de
sefiales de diferenciacion, automantenimiento, proliferacion y muerteregi®gen
permanentemente y de manera conjunta depende del estado especifidat(taséco
como extrinseco) en el que se encuentra cada célula troncal en cada rffomento

El estado intrinseco de las células troncales estd reguladgraen medida por
componentes epigenéticos, algunos ya mencionados, y otros como los micro ARN
(miRs), cuya relevancia en la regulacion de la expresién génica déllgas troncales
cobra cada dia mayor relevanci@.Connell y colaboradores aislaron célulais-L
(linaje-, es decir que carecian de la expresion de 14 proteinas de upgrficson
marcadores de los diferentes linajes de células sanguineas maduigs)(t@mbién
llamado CD117), Scal+ (siglas en inglés de stem cell antigen-1jjaytia de éstas,
identificaron miRs especificos de HSC. Luego transfectaron célulasrdédula 6sea
CD45.1+ con vectores retrovirales con las secuencias de cada uno de los 11 miRs

identificados como propios de las HSC. Finalmente, realizaron experimentos de
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repoblacion competitiva, en ratones CD45.2+ irradiados, utilizando como control
células CD45.1+ transfectadas con vectores vacios. Cuatro meses despaés de
inyeccién de células, analizaron muestras de sangre periférica yasbseque las
células transfectadas con 3 de los miRs aislados (miR-125b-5p, MiR-126R3{A55)
tenfan una ventaja adaptativa para injertarse y repoblar en laant&eal receptord.

Este experimento, entre muchos otrdg™*"*®

gue muestran la modulacién de la
respuesta ante los estimulos ambientales por parte del estado inteéamtasun
concepto muy interesante por el cual el caracter troncal de una s&lidaun estado
mas que un tipo celular en si mismo. Es decir, un estado modulado poralecidtede
las sefales locales del microambiente (proteinas, moléculamidie, poblaciones
celulares vecinas, presion de fluidos, etc.) y el estado intrinseco @resepute
membrana, componentes del citoesqueleto que permiten realizar divessimésricas,
factores de transcripcion, patrén epigenético, etc.) en el que se eacuastcélulas
De todo esto se desprende el concepto de que una célula troncal noesdidath

totalmente auténoma, sino mas bien que se "convierte" en célula en estado troncal por el

equilibrio entre su estado interno y la interaccién con su ambiente, su*hicho

3. Desarrollo embriolégico del higado

El higado de los vertebrados se desarrolla a partir del endodermo delaraestrior.
El llamado endodermo intestinal definitivo se alinea inicialmemtelae superficie
ventral del embrién. ElI dominio anterior-ventral del endodermo detiimbesnterior es
un tejido multipotente que da origen al higado, pulmones, tiroides ytéaveatral del
pancread™®.

Estudios de rastreo de destino celular, utilizando tinciones s/igalelistintos estadios
del desarrollo, mostraron que la region pre-hepatica existe en dos dolaierates

separados del endodermo ventral y en el endodermo ventral medial. &stas c

Nicho de las células troncales Pagina 18Desarrollo embriol



Introduccion

progenitoras hepaticas migran hacia la regién medial ventral y sedumante el
desarrollo™.

La organogénesis del higado es inducida en el endodermo por las sefidegectas
del factor de crecimiento para fibroblastos (FGF) y la proteina morfe@géhét hueso
(BMP). Estas sefales provienen de, al menos, tres origenes mesoddii@ieates: el
mesodermo cardiaco, el septo transverso mesenquimatico y célulasiaeddfégura
I.1). La primera sefial inductiva se origina a partir del mesodermo caydpmouvoca la

activacion de genes especificos del higado (Albamji@ata4, que codifica para un

. A
Mesdermo cardiaco  f——jp- j:!(h ¢ Endodermo

| intestinal

Células endoteliales

M e=nquima del septo transverso Brote hepatico

Figural.1l: La organogénesis y el desarrollo del brote hepatico estaidodpor las
sefiales convergentes de, al menos, tres tejidos de origen mesodérmiadr¢s)c
Extraido y modificado de Zhdo

factor de transcripcién) y la proliferacién del endodermo hepéatico nacientén
experimento clasico realizado por Le Douarin, utilizando embriones de pol&,émo
gue el mesodermo cardiaco, que esta transitoriamente superpuesto quan selrd
posteriormente el endodermo hepatico, provee sefiales que son cruralgslpcir a
los progenitores hepaticos en el endodeffndara profundizar estos experimentos y
conocer a fondo los mecanismos subyacentes, aislaron el endodermo dehtral
intestino anterior y el mesodermo cardiaco de embriones de ratdrgujtivaron in
vitro bajo condiciones que permiten la induccién hepatitaEstos experimentos

mostraron que entre ambos tejidos existen sefiales que por un lado favorecen la
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hepatogénesis y por otro inhiben la activacion de genes hepéticos emesedel
endodermo que daran origen a otros tejidos. Mas tarde, estudios mas detabadios
este mismo sistema permitieron demostrar que los inhibidores de laasg6alide FGF
bloquean la induccién hepatica mediada por el mesodermo cafdiaEambién se
mostré que, a bajas concentraciones, el tratamiento con FGF inducerési@n
temprana de genes hepaticos en explantos de endodermo que fueron cultivados en

ausencia de mesodermo cardifco

Los genes de albumin® y alfa-fetoproteina (AFP) estan entre los primeros que se
expresan durante la diferenciacion hepatica en mamffer&stos genes comienzan a
expresarse en el estadio de 7 somitas, el equivalente a 8,Zslia®itum (dpc) en
ratones®. Durante el desarrollo hepatico, los progenitores bipotencialescaue
expresan ALB/AFP son llamados hepatoblastos y son capaces de diferemc
hepatocitos y células de los conductos bilidf&& AFP fue descubierta en los afios 60
por Garri Abelev®®’® tiene una estructura similar a la ALB y el gen que la codifica
mapea en tandem con el de ésta en el cromosoma 5 de ratén y ebenarddsumano

"l La AFP se expresa primero en el saco vitelino y luego en losobégsios fetales.

Su expresion decrece a medida que aumenta la expresion de ALB hiawéh @ la

gestacion’?"®

y se apaga casi completamente luego del nacimiento. En citegci
patolégicas como la carcinogénesis suele frecuentemente volver a expfe8arse
Antes de la induccion hepatica, el mesodermo cardiaco secret® GHF-niciar la
induccion, secreta bajas concentraciones de FGF-1 y F&F220 que permite la
diferenciacion hepética, a través de un programa en el que participa lde
sefializacion de MAPK’ (de las siglas en inglés Mitogen Activated Protein Kinases

Estas sefiales son necesarias y suficientes para inducir el desggitaco dentro del

endodermo, pero no son suficientes para inducir la morfogénesis de las nlidaas cé
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hepaticad”®. Luego de la induccién hepatice, produce la segunda etapa de induccién a
partir del mesénquima del septo transverso, que es un tejido derivadestelemmo
lateral. En este momento, las células mesenquimaticas eg¢d dransverso se
desarrollan rodeando el mesodermo cardiaco e interceden entre éstelgdelirmo del
intestino anterior. Por un lado, actian como barrera sobre el higado pricoitiva la
sefalizacion directa del mesodermo cardiaco, que a esta atudasarrollo secreta
altas concentraciones de FGFs que contribuyen a la formacién de lasesifh Por

otro lado, también contribuyen al epicardio y al diafragma, y producen temrateam
proteinas morfogenéticas del hueso (BMBspespecialmente BMP2, BMP4, BMP5 y
BMP7, que parecen ser criticas para la aparicién del diverticulo hePafico

La sefial temprana de las BMPs desde el mesénquima del septersansiede ser
considerada un promotor para que el endodermo sea competente para respadiaer la se
de FGF proveniente del mesodermo cardf&€6 De hecho, ha sido demostrado que la
inhibicién de las BMPs impide la induccién hepatica por el mesodermo aamjgor

los FGFs *®’Las interacciones con células endoteliales, el tercer derivado
mesodérmico en esta secuencia inductiva, son cruciales para estanfigsana del
brote hepaticc®®. Células endoteliales embrionarias rodean el endodermo hepético
recién diferenciado y delimitan el dominio mesenquiméatico dentro délcoeee el
diverticulo hepatico. En experimentos con embriones mutantes carentEdulties
endoteliales, la especificacion hepatica ocurre, pero la morfogénekitese antes de

la invasién mesenquimdl’. Muy pronto después de la induccién del endodermo
hepatico, ocurre un evento morfogénico fundamental en el hepatoblasto: castsa d
una forma cuboidal a una columnar generando un epitelio pseudoestratificado,
controlado por el factor de transcripcién BfexEsto le permite al hepatoblasto romper

la lamina basal y emerger dentro del estroma que lo rodea y proliferacopérauar
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con su desarrollf®. Los hepatoblastos en el estroma reciben sefiales desde las células
endoteliales para proseguir en su maduration

Como se menciond anteriormente, el endodermo ventral del intestimoraesecapaz
de dar origen a distintos 6rganos ademas del higado. Estudios detalladadogaion
explantos de tejido embrionario del endodermo ventral del intestinocantesstraron
gue, en ausencia del mesodermo cardiaco o de la sefializaciorF@&FKsel dominio
del endodermo ventral del intestino anterior, que normalmente se difeeenicigado,
adopta rapidamente un destino pancrediicdor el contrario, si dichos explantos se
sitian proximos al mesodermo cardiaco, 0 se someten a un tratamier®GEo8e
inhibe la expresion de genes pancreaticos al mismo tiempo que senirgkes
hepéticos. Por otro lado, la sefializacion de las BMPs a partir detaqoés@ del septo
transverso promueve la induccién de genes hepaticos, a expensas dpaosmels”.

Sin embargo, la sefalizacion de las BMPs no seria inhibitoriagbatesarrollo del
pancreas ventral, sino que otorga al endodermo competencia para cualqlosrdade
destinos. Todo indicaria que el endodermo ventral del intestino anterior contidas cél
bipotenciales precursoras del higado y el pancreas, y que la sedaldadtGF desvia
al endodermo hacia un destino hepatico, cuando por omision seria pancregtic (F

2

“enira! foregut
- gpdoderm

| Prospective
Ineer

Septum
iransversum —*
mezenchyms

Prozpective
ventral pancreas

Figura l.2: La sefalizacion de BMPs a partir del mesénquima del septeverao
otorga al endodermo competencia para cualquiera de los dos destinos.lizagéns
de FGFs del mesodermo cardiaco desvia al endodermo hacia un tegi#tico,
cuando por omisién serfa pancreético. Figura modificada de*Zaret
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Por otra parte, a partir de experimentos en los que células progenitorasgimeagede
pancreas de rata adulta fueron aisladas y trasplantadas en el bégddmostré que el
vinculo entre el higado y el pancreas se mantiene aun en la vida. adgl autores
probaron que las células trasplantadas diferenciaron en hepatocitos, lEpresa
proteinas especificas del higado, y se integraban completameraeestnuctura del
parénquima hepatico. Ademas del origen embrioldgico comdn entre ambos 6rganos, los
autores de este trabajo concluyen que células multipotentes de epitgial, estarian
presentes en el pancreas e higado, ain en el individuo &40itando el endodermo
hepético estd diferenciado y el brote hepéatico comienza a crececélsilss son
denominadas hepatoblastos. Inmediatamente después que el brote hepgticoek
endodermo intestinal, el hepatoblasto puede diferencgarkepatocito o en célula del
conducto biliar. En muchos tejidos, incluido el higado, el camincedalizacion del
receptor/ligando Notch/Jagged parece ser importante para marcatired detular, la
diferenciacion y la proliferacion. El receptor de transmembrana Notch sesa&»gme
hepatocitos, células ductales biliares y células endotelialexafaio, su ligando
Jagged-1 se expresa soOlo en hepatocitos y células ductalesbifimbas proteinas, el
receptor y su ligando, se activan después de una hepatectomia®pateaios factores
transcripcionales, como factor de crecimiento transformante ()Gfel factor de
crecimiento de hepatocitd$GF) también se mencionan como potenciales reguladores
de la diferenciacion de las células epiteliales hepéaticagyramgo un sistema de
regulacion que controla la bipotencialidad. Distintos experimentos iraticquie la via

por omision del hepatoblasto seria el convertirse en una célula del conducto biliar, y que
las distintas sefiales morfogénicas serian las encargadas de dsiviaiaey permitir
que el hepatoblasto adopte el camino de diferenciacién a hepdtdeitBor otro lado,

durante el desarrollo, las mismas células troncales que dan otmgehepatoblastos (o
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algun tipo celular derivado de ellas) se incorporarian en la zona deitaresitre el
epitelio hepético y el epitelio biliar, en los llamados conductodeteng (Figura 1.3)

constituyendo el nicho de células progenitoras hepaticas atfitas

Epitelio biliar

Luz del conducto biliar

Canalde Hering

Hepatocito

Figural.3: Canal de Hering es la region que conecta el ducto biliar (colaséluctaleg
epiteliales) con los canaliculos y el fin de la placa de hepatocitos del paranqui

4. El higadoy el sistema hemopoyético
El higado es el principal érgano hemopoyético durante el periodo embriomniamide
primero y granulocitico y megacariocitico después. Una vez queeetidito hepatico
emerge a partir del tubo intestinal en desarrollo, las células heétmasymigran alli
desde el saco vitelino y proliferan formando islotes sanguineos, comsdibuy
comienzo de la segunda etapa o fase hepatica de la hemopoyesig, lgueata se

extiende aproximadamente desde la mitad del periodo gestacional eon@azdecaer

a partir del dia 17 de gestaci8ii®La funcién de las células hemopoyéticas durante esa

etapa seria no solo expandirse y diferenciar en los distintos Imejggpoyéticos, sino
también contribuir a la maduraciéon de los compartimientos epiteldgeshigado,
emitiendo sefiales especificas en este séfitiddurante la mayor parte del periodo
ontogénico del higado de los mamiferos, una gran fraccion del higado fetaheonti

células hemopoyéticas activamente proliferativas y también éerenitiacion,
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intimamente ligadas a las células epiteliales también poliferacion o
diferenciaciofi®.Cerca del nacimiento, las células hepaticas alcanzan su emadur
adquieren un estado quiescente, mientras que la hemopoyesis es expartaddda

6sea y otros 6rganos linfoides, agotando los nichos hemopoyéticos hefYaticos

5. Células troncales hepaticas
La notable capacidad regenerativa del higado se conoce desdegiaaA@tecia. En
efecto, en los relatos mitol6égicos Prometeo es castigado aichigaslo sea devorado
por un aguila por robar el fuego del Olimpo, y a pesar que el aguila infestda
accion, su higado volvia a crecer cada noche, constituyendo esto un siastig. La
regeneracion hepatica ha sido extensamente estudiada en varioslosmod
experimentales, siendo el mas utilizado es el de hepatectomi@s dercios del higado
en ratas, introducido por Higgins y Andersoff> A diferencia de otros tejidos que se
regeneran, como la piel, el hueso o la médula dsea, la regeneraciorahepat@al o
luego de un dafio leve o moderado esta a cargo de los hepatocitos y no depande de
grupo de células progenitoras o células troncAlesuego de la hepatectomia parcial,
los hepatocitos salen de la quiescencia sincrénicamente, reimgne®! ciclo celular y
sufren una o dos rondas de replicacién antes de volver al estado quids¥efiteEn
una segunda oleada mitética, proliferan el resto de las poblacionksa®(células del
epitelio biliar, células endoteliales, células de Kupffer y célulaisodley se restaura el
numero correspondiente a cada poblacion, asi como la arquitectura hepatica (Figura 1.4).
Cuando el higado ha alcanzado su tamafio original, la replicacion losshepatocitos
reingresan a &% Sin embargo, si el dafio hepatico es extenso y el nimero de
hepatocitos maduros residuales no es suficiente como para llevar a cabo la régeneraci

o bien su proliferacion esta inhibida (como ocurre por carcin6genos, hepatetexina

Células troncales hepaticas Pagina 25



Introduccion

infecciones virales), se produce entonces una regeneracion que es depeedlante

activacion de células troncales hepéticas.

30 -

- Hepatocitos
- Célulasde los conductosbiliares
Célulasde Kupffer e Ito
- Células sinusoidales endoteliales
20 - L
10 4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias posteriores a la hepatectomia parcial

Porcentaje de células marcadas

Figural.4. Cinética temporal de la sintesis de DNA durante la regeneraciéticae
luego de una hepatectomia parcial. La incorporacion de marcas radoactrante g
sintesis de DNA se utiliz6 para medir la cinética de ingresuochl celular de lag
diferentes poblaciones hepaticas. En los hepatocitos el pico de sddeBNA se
observa a las 24 hs, mientras que las células de los conductos lyillagecélulas dg
Kupffer e Ito tienen su pico a las 48 hs posteriores a la hepafacparcial. Imager
modificada de Michalopoulos

Los estudios de las células troncales hepaticas se iniciaromiade 60 afios. Farber

y Sell investigaron sobre el rol de las células productoras de AFRmtelula
hepatocarcinogénesis inducida experimentalmente en ratas, estos estadios
concentraron principalmente en una serie de lesiones llamadas focoslos nadu
cuales se consideraban caracteristicas de la primera etapa tdendrigénesis o
premaligna. Estos autores encontraron que los niveles séricos de AFP no
correlacionaban con el desarrollo de nodulos, sino mas bien con ehtaueme el
namero de células ovales (llamadas asi por la morfologia ovoide de so) rgiEese
encontraban entre los nodulos. Luego, y a medida que progresaba la enfelosedad,
niveles de AFP descendian hasta el momento del desarrollo del carcinoma hepatocelula

(HCC) donde aumentaban nuevamente. Estudiando la localizacion celul&PdeoA
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inmunofluorescencia encontraron que AFP estaba presente en células avatesqre

las células de los nddulos displasticos o hiperplastictié

A finales de la década de 1980, Evarts y colaboradores presentaron las sprimera
evidencias de que entre las células ovales y los hepatocitofa exist relacion
precursor-productd®. Utilizaron un modelo experimental desarrollado por su grupo,
liderados por Thorgeirsson, que consiste en inducir dafio hepatico mediante
hepatectomia parcial y simultdneamente arrestar los hepatdifgosnciados en &
mediante un tratamiento con 2-acetilaminofluorano (2-AAF), seguido ddidn
intraperitoneal de timidina tritiada. Estos autores observaron quabal de 9 dias
posteriores a la hepatectomia, la marca radioactiva gstabente solo en las células
ovales, mientras que en el dia 13 dicha marca fue detectadertaerb pequefios
hepatocitos baséfilod®®*% Ademas, estos autores demostraron que estos pequefios
hepatocitos tenian expresion residual de AFP, la cual es catactedis las células
ovales™®* En la actualidad existen varios modelos que permiten obtenerscélula
ovales en forma reproducible a partir de higado de ratas. Todos ellasasedn el
anteriormente descrito, es decir arrestar a los hepatocitos diferenera@y generar

un dafo hepético (Figura 1.5). El dafio hepatico puede ser inducido por hepésect
parciales o por agentes quimicos, tal como tetracloruro de carbono (CClLAY)amie
gue para bloquear quimicamente la capacidad regenerativa de los hepapoeitio a

la hepatectomia parcial, se puede utilizar ademas del ya mawid#®AF,

a''? D-galactosamina®® lasiocarpind®* o retrorsina*>. Lemire, con

dietilnitrosamin
un disefio experimental similar al de Evarts y utilizando D-gadactina, demostro que
las células ovales surgian a partir de células ubicadas eonidsctos biliares®®, méas

precisamente ela zona de transicion entre el epitelio hepatico y el epiteliorpéialos
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llamados conductos de Herirfgstas células ubicadas en el canal Hering, son las células

troncales hepaticds®*’

Figura I.5. Reingreso de los hepatocitos al ciclo celular. Esquema del m
experimental utilizado para activar a las células troncales hegmaliego de un dafi
hepatico, ya sea producido por una hepatectomia parcial o pgrl&@Chepatocitos
salen de @y reingresan en el ciclo celular. El tratamiento con 2-AARida el
reingreso de los hepatocitos al ciclo celular.

Las células ovales son descendientes directas de las cétulealds hepaticas. Son
células pequefias (7-10um), con citoplasma escaso y basdfilo, con nuidédne y
alta relacion nucleo/citoplasma. Semejantes a las célulapitiioebiliar, comparten
muchas propiedades con los hepatocitos fetales, como ser la expresismpageinas
ALB y AFP, asi como otras isoformas de enzimas fetafes® Tienen alta capacidad
de proliferacion y son bipotenciales, es decir pueden diferenciarséutas cke linajes
del epitelio hepatico y bilia?®>*?® Las células ovales en proliferacién comprenden una
poblacién heterogénea de células que incluyen células en transito aijm@geque
tienen distintos grados de diferenciacion. Las células ovales expreaavariedad de
marcadores, muchos de ellos compartidos con las células progenitoras yéinapo

como por ejemplo Thy-1, c-kit y CD34'hy-1 ha sido ampliamente utilizada como
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marcador de células ovales. Es una proteina que se encuentra anidadambrana
celular de distintos tipos celulares como fibroblastos, neuronas,scéhudmtelialesy
hemopoyéticas, uniébn que es mediada por glicosil-fosfatidil-inositol (GE¥)a
involucrada en la activacion de células T, apoptosis, supresion de tunmagacion

y fibrosis?*

Las células ovales también expresan citoqueratina 19 (CK19 o K19) gna psoteina

de los filamentos intermedios, responsables de la integridad estrulgtued células
epiteliales expresada principalmente por colangiocit63?® También expresan di-
peptidil-peptidasa IV (DPPIV), ALB, glucosa-6-fosfatasa (G@R)l-antitripsina(ol-

aa) Por otra parte, las células ovales se pueden identificaréambr la expresion de
antigenos especificos, tales como los llamados antigenos de oghlles OC2, OC3,
OV6, OV1 yAB, aunque son marcadores que también lo expresan las células ductales
Cabe destacar que las células ovales no expresan la totalidadosienestadores
simultaneamente, sino que dicha expresion esta relacionada espeleie animal de
donde provengan las célul&*?°y con el estado de diferenciacién de las mismas.
Debido a esto, las células ovales se definen como un compartimelotar que
comparte marcadores fenotipicos con los hepatocitos, las células denthsctos
biliares y las células troncales hemopoyéticas, mas que unacipablkespecifica
12!(Figura 1.6). Segun Potten, este concepto se aplica si se considgpablacion en la
gue coexiste un numero variable de tipos celulares, y donde sélo el canigoita
promedio es el foco de interés, no siendo relevantes ni la variabiidadiual ni las
fluctuaciones menorésAsi es como efcompartimiento de células ovatesomprende
las células ovales propiamente dichas y otras células en transicid@iferentes grados
de diferenciacion y caracteristicas morfologicas intermedias egttdas ovales y

hepatocitos. Es importante mencionar también que el término adlalase utiliza
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exclusivamente para describir a las célulds roedores, mientras que este
compartimiento de células en humanos se denominé células hepatobilianeedias,
pequefios hepatocitos o hepatocitos de los conductos bifiares

Los modelos mencionados previamente, de los cuales el desarrolladoopgeisson

y colaboradores es el mas ampliamente utilizado, permitieron sustanhipotesis
sobre la existencia de las células troncales hepéticas ynmortancia durante la
regeneracion hepaticd>1?13113°Aunque es importante recalcar en este punto que
estos modelos, que consisten en la activacion del compartimiento ulies cévales
inhibiendo la proliferacion de los hepatocitos maduros e induciendo un dafa@hepati
son una estrategia que permite obtener células ovales esituaeidon de desafio

fisiologico.

Ovales
c-met AN

Alfa -antifips Hepatocito
G6P

CK18

Conducto OVl OV6
Biliar fina GGT

EROC3 BCI

Thy1.1 FiESES Progenitora
c-Kh‘CD“O(’é1 Hematopoyetica

Figura 1.6. Compartimiento de células ovales. Las células ovalessarpmearcadore
compartidos con los hepatocitos, las células del conducto biliars ycddulas
progenitoras hematopoyeéticas.

Los esfuerzos para obtener marcadores moleculares que caractgraxgficasnente a
las células troncales hepéticas de ratones dieron sus primeros frutos rpai@ipgos
de este siglo. Mediante citometria de flujo de células de hifgéalode ratones de 11

dpc, se identificé una poblacion celular con baja expresion de la protein@-&itd*9)
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y negativa para los marca@side linaje eritroide Ter-119 y de linaje linfocitario CD45
136 (Ter-119/CD45) c-kit es el receptor de transmembrana del factor de células madre
(stem cell factor), codificado por el proto-oncogén del mismo nombrpiey se
encuentra expresado en células troncales hemopoyéticas y mesergjyiraateue
también se lo encuentra sobre expresado en células derivadas detediftipos de
tumores®”*8 Las células de esta subpoblacién ERipueden ser mantenidas en
cultivo in vitro, diferenciarse a células de los conductoareti y a hepatocitd§'**y
también migrar al higado y diferenciarse, luego de ser trasplaetaghbazt™. Otros
autores proponen en el uso de (Ter-119/CIpdba identificar células troncales
hepéticas, pero en este caso la subpoblacién no expresa c-kit fi*Thy-1

Mas tarde, se descubrieron otras moléculas relacionas con elecaraaotcal. Por
ejemplo, el grupo de Miyajima, utilizando una libreria de cDNA coideecla a partir

de la subpoblacién (Ter-119/CD45lpgré identificar a la proteina Delta-like leucine
Zipper kinase-1 (DIk-1), en las células troncales hepaticagas tarde, se identificaron

a E-cadherind***3 aCD24a'*‘como marcadores de estos precursores celulares. Esta
ultima (CD24a) es una peiha glicosilada anclada por GPI a la superficie de la
membrana celular, que fue detectada estudiando el perfil transcripdenadlulas
hepéticas embrionarid$®. También se encuentra expresada en células hemopoyéticas,
células de la glandula mamaria y en células de colangiocarcioma, siendmubkasizei

como marcador pronéstico en el manejo de los pacientes con este tipo dé‘catfcer

A finales de 2006, se demostré que en el higado fetal, pediatrico y del lagilano,

las células precursoras expresan la molécula de adhesion celitgdinle(EpCAM,

CAM por sus siglas en inglés Cellular Adhesion Moleptfé EpCAM, identificada
originalmente como un antigeno en células de cancer de colon en husamnos,e

molécula que forma uniones célula-célula homofilicas independigat€st™***° En
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células epiteliales normales se expresa en los espacios inmmegluhientras que en

las células cancerigenas se expresa homogéneaeremea su superficié®®,”>
Ademéas de su funcibn como molécula de adhesion, EpCAM estad directamente
relacionada con la proliferacion, la migracion y la transduccién deesefigiogénicas

en las células que la expre§di® Sin embargo, el papel de esta molécula en la
determinacién del caracter troncal, esta aln poco estudiado.

Dado los avances en lo referente a la caracterizacion de nuelésulas para
identificar a las células troncales hepaticas, se comenzé a abandonar landeidonie
compartimiento de células ovales y definirlas como células bipoteatgsces de
diferenciarse en hepatocitos y en células de los conductos biligrasesale mantener

la poblacién por periodos prolongados y de llevar a cabo la regeneracién hepética e
respuesta a injurias graves o reiteradas. En la actualidad secen dos tipos de
células troncales hepaticas:

o Células troncales hepaticas propiamente dichas. Estas poseersodbutos
funcionales de las células troncales descritos previamente y stedasa por expresar
CK19, la proteina de adhesion celular neuronal (NCAM), EpCAM, AleBisencia de
expresion de AFP. Si bien tienen un alto potencial proliferativo ematidiiadulto, en
condiciones normales se encuentran en estado quiescente en el ddedahdey se
activan ante estimulos de dafio hepatico grave o reit€tado

o Hepatoblastos. Este tipo de células expresan altos niveles de AAER
EpCAM y CK19, mientras que no expresan NCAM. Provienen de las célulaalé®nc
hepaticas, predominan en el higado fetal y su nimero se reduce luego del na&imiento
La proteina NCAM fue la primera molécula de adhesion celular en seteraada.
Junto con LCAM conforman las llamadas CAMs primarias debido a que aparecen

temprano en el desarrollo de tejidos de todas las lineas germiaghesar de que
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también se encuentran mas tarde durante la histog€hesisigual que EpCAM,
NCAM media uniones homofilicas, independientes d& &8 NCAM presenta tres
isoformas principale$® como resultado del splicing alternativo de un Gnico’gen®

Las propiedades adhesivas de NCAM son moduladas durante el desarrollo embriolégico
159y més tarde, durante el desarrollo y plasticidad neuronal, por lanpieeste &cido
polisialico*®

Durante el desarrollo embrionario, como ya mencionamos, las céhaasales
hepaticas dan origen a los hepatoblastos, los cuales tienen uaddirmapacidad de
automantener su poblacion pero mantienen intacta la bipotencialmatepatoblastos
proliferan y se diferencian permitiendo el establecimiento de la arquitectutecepa
poblacion de células troncales hepéticas se mantiene aeiative constante en cuanto

a su numero, durante toda la vida del individuo, mientras que los hepatoblastos
prevalecen durante el desarrollo hepatico y su nimero decae luegaridgiento™’.

Otro tipo celular presente durante el desarrollo embrionario es la idobtie células
proliferativas transitorids que también se origina de células troncales hepaticas
cuando son activadas ante un dafio hepatico severo o reiterado en el/adidtdog
hepatoblastos durante el desarrollo fetal del higado (Figura 1.7). ¢&tdas poseen
alta capacidad proliferativa y son también bipotenciales pero catedarctapacidad de
automantener la poblacion por lo que se consideran células progenitowaséiulas
troncales. Dentro de esta subpoblacion de células proliferativagdriasses en la que

se encontrarian las antiguamente llamadas células ovalesadMveces en la literatura,
cuando se trabaja con células troncales hepaticas, se recurrerad IE8RC (acronimo

de su nombre en inglés Liver stem/progenitor cells). Esta denodnnaei utiliza

debido a la dificultad practica que existe para delimitar las poblesicuando se aislan
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y cultivan células primarias con caracteristicas de célntasales y/o progenitoras

hepaticas (Figura 1.7).

Célula Troncal Hepatica

@. :
a
)
-l
Automantenimiento
i ?
Division\ v ¢
a’simétrica© Hepatoblasto
Automantenimiento
Células

proliferativas
transitorias

%@
<§(\’)>o

‘°
g
°

Progenltor

Hepatocito

% Célula ductal biliar

Células Ovales

Figural.7. Linajes de las células troncales hepéticas.

6. Células troncales hepaticas en medicina regenerativa.

Las enfermedades autoinmunes y metabdlicas del higado, comandsén los
carcinomas hepaticos representan un problema de gran importancia pagdicina
moderna. La mayoria de estas enfermedades producen falla hepatica agitiaao
que pueden derivar en la muerte del paciente si no son tratadantdibgnte.
Actualmente, la Unica terapéutica para la falla hepéticairfalme es el trasplante
hepético ortotdpico alogenéico. Sin embargo, la enorme diferencierggigntre el
namero de 6rganos disponibles para trasplante y el nimero de pacientes reesptore
mayor limitacion a nivel mundial para la aplicacién de estgpéeitica y esto ocasiona
gue muchos de dichos pacientes mueran en lista de espera paraagitdasddien que

sus condiciones clinicas se deterioren notablemente antes ide edctrasplante
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Debido a esto, es necesario establecer o encontrar alternativasutieesp para el
tratamiento de las disfunciones hepaticas.

El trasplante de células ha sido la estrategias mas estddicade |la Ultima década, ya
sea como terapia puente para mantener al paciente estable hadtgagmante pueda

ser llevado a cabo, o directamente como alternativa alarasplle 6rgand®*%* Mito

y Kusano publicaron en 1992 el primer trabajo sobre trasplante de hepagwritos
humanos'®. En 1994, Habibullah publicé los resultados de sus investigaciones en 5
casos de pacientes afectados por una falla hepatica aguda, en lossidrasplante
intraperitoneal de células fetales humanas, concluyendo que dicharttadpbria sido
responsable de la mejoria observada en la supervivencia de los paéfentesario

mas tarde, Grossman publica un estudio de terapia gérigo tratando pacientes
afectados de hipercolesterolemia familiar, a través del autotrasptEntcélulas
hepéticas previamente manipuladas genéticamente. Si bien logré una mediestan

de los niveles de colesterol, demostrd la factibilidad delteasplante'®’. Ademéas de
estos trabajos pioneros, tal vez la publicacion mas importante lleg ren 1998
cuando Ira Fox comunica el tratamiento de una nifia de 10 afios portadora delesindrom

I'® a quien se infundieron 7,5%6¢élulas, por via portal, a

de Crigler-Najjar Tipo
través de la colocacion de un catéter trans-parieto-hepatico. Bhssgoi clinico de la
paciente demostré que presentaba una marcada reduccién de las auooestsg#ricas
de bilirrubina y, en consecuencia, una disminucién de los requerimientos ded@oras
fototerapia diaria. Con un poco mas de 80 casos clinicos realizados emnrh8'e¢&*"°

el trasplante de hepatocitos en humanos ha demostrado ser un procedgeraoys
efectivo en el corto término tanto para enfermedades metabdlichigdddb como para

falla hepatica agud¥®*"? La seguridad de los hepatocitos humanos trasplantados esta

documentada por la supervivencia de los pacientes libres de morbil@aghane
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infecciosa, no solo por meses, sino por anosA pesar del avance en las técnicas de
aislamiento trasplante y seguimiento de las células traaglkas, el factor limitante mas
importante que enfrenta este procedimiento es la fuente de hepatacda®alizar el
trasplante. En general, los hepatocitos son aislados de higados dorzadomles, o
sea que no son aptos para el trasplante de 6rganos. En particular estoacos hig
grasos (esteatosis hepatica) provenientes de donaciones posterioneeddeacardiaca,
con largos tiempos de isquemia en frio o bien 6rganos margiialés mismo tiempo,

los cultivos primarios de hepatocitos son dificiles de mantener duralategarperiodo

in vitro, debido a la pérdida de sus funciones especificas. Es por esiotgalmentéa
investigacién cientifica en este campo apunta al desarrohoeleas fuentes de células
para trasplantes, que no dependan exclusivamente de la donacién de d&gaesis.
contexto, el estudio de las células troncales hepaticas se presertaun campo de
gran potencial para el desarrollo de terapias alternativas @lbtreesde 6rganos, ya sea
por la posibilidad de trasplantar células aisladas o bien sersussd&cnicas de

ingenieria de tejidos que permitan generar 6rganos trasplantables in vitro.
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Las células troncales representan un campo de la ciencia que halgesr@wames
expectativas tanto a nivel cientifico como publico, por la enorme potencialidaddatribui
a ellas, asi como también por todos los aspectos éticos, religitsgalgs asociados.
Son fascinantes desde el punto de vista teorico, por la posibilidad deaesenh los
complejos procesos involucrados en el desarrollo de un organismo, y tambiénrdesde
punto de vista practico, por las posibilidades de su uso en el camparslizina
regenerativa, con el objetivo final de reemplazar 6rganos o tejidos dafadéermos

50,175

Durante muchos afios, se puso en duda primero la existencia de célutatesron

s%"1%8 v luego su origed’®*"® En la actualidad, si bien esas dos primeras

hepatica
controversias han alcanzado un conser$¢®® las discusiones giran en torno a la
identificacién certera de las células troncales hepatitdd*’ 18182 Ante la
imposibilidad de contar con herramientas para el aislamiento de célolasles
hepaticas, los primeros estudios sobre estas células se basaramemaa su
proporcién en el higado recurriendo a protocolos de dafio hepatico E&vég3 1%

Si bien estos trabajos permitieron demostrar la existenciaogigen hepatico de las
células troncales hepaticas, para profundizar en su caracterizacion, cesarias
poblaciones puras de células troncales hepaticas. El uso de moléculas “marcadoras”

para identificar poblaciones celulares representa una gran ventaja depidgermite

no solo la identificacion sino también el aislamiento de gwibkciones. El concepto

de estado troncél ha sido de gran ayuda para el desarrollo de un marco teérico para el

analisis de las caracteristicas dinamicas y funcionales deélaks troncales. Sin

embargo, con la finalidad de buscar aplicaciones terapéuticasaulas troncales es
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necesario llenar de contenido este marco tedrico. Es por esto ajuteapios la

siguiente hipotesis:

e EIl caracter troncal de las células troncales hepéticas estétectezado por

multiples rasgos fenotipicos y estructurales.

Estudiando estos rasgos fenotipicos, sera pogibigificar “marcadores” de células
troncales hepéticas que nos permitan aislarlas y caracterizaglaislola que EpCAM
es una molécula cuyas caracteristicas estructurales y bioldgicasvierten en ng&
que una simple molécula de adhestéh'®*ya que se ha encontrado EpCAM en una
variedad de células indiferenciadas asi como también en ceéhraales humanas’,

especulamos que:

e EpCAM es un indicador del estado troncal de las células troncalésicasp

murinas.

Utilizando herramientas que nos permitan aislar células troncalesnpasliprobar que
los atributos funcionales de las células troncales estan relacioradoaracteristicas

estructurales y biologicas particulares.
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Objetivos
Objetivo general:
Aislar, identificar y caracterizar células troncales hepati@asluar la potencialidad de
la utilizacion de éstas como herramienta en el tratamiento demedfedes
degenerativas del higado.
Los objetivos especificos del proyecto son:
1. Caracterizar cuantitativa y cualitativamente las poblacioneligas troncales
hepaticas en rata y ratén.
2. ldentificar marcadores del estado troncal que permitan definir la poblagion d
células troncales hepéticas.
3. Caracterizar el grado de organizacion del genoma de las célulaslesonca
hepaticas.
4. Evaluar la capacidad de anidacion, proliferacion y diferenciacion d=lalss

troncales hepaticas con posterioridad al implante en ratones sanos.
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Animales de experimentacion

Para el aislamiento de células hepéticas fetales de rattllizaron 18 ratas Wistar
prefladas con fetos de entreyl&l dpc.

Para estudiar la evolucion de la fase hepatica de la hemopgestdjzaron fetos de
20 ratones hembras C57BL/6 prefiadas en distintos tiempos de gestacién2(@ényre 1
20,5 dpc) y neonatos de un dia.

Para el aislamiento de células hepaticas fetales se natilizenbriones de 14,5 dpc de
27 ratones hembra C57BL/6.

Para estudiar el comportamiento in vivo de las célulasdasslae utilizaron 24 ratones
macho C57BL/6 adultos en los experimentos de trasplante celular.

Todos los animales utilizados para el proyecto de investigaciothoggoa en un
bioterio de temperatura controlada con un ciclo de luz oscuridad 12:12, idiciclde
de luz a las 07:30 hs, con condiciones de bioterio estdndar y comida y agua ad libitium.
Los protocolos utilizados en este trabajo fueron aprobados por el Comité deeftica
Hospital Italiano de Buenos Aires. Todos los procedimientos con anisgateslizaron
de acuerdo a los estandares internacionales y las normas iosétesipara el manejo

de animales de laboratorio.

Aislamiento de células

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de xilacina y rieetéraion:
20mg/Kg/50mg/Kg; rata: 7mg/Kg/60mg/Kg) bajo campana. Luego de limpiar con
alcohol 70° y desinfectar la zona con una solucién de povidona-iodo al 10%

(Laboratorio Phoenix, Argentinae realiz6 una seccion de la pared abdominaky
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extrajeron los fetos. Dentro del flujo laminar y bajo lupa, se abriarkedpbdominal de

cada feto, se extrajo el higado y se lo colocd en un tubo cénicomdGRio-one,
Bélgica) conteniendo 15-20 ml de HBSS (Hank's buffer salineisojutin C&*/Mg**

(Gibco, USA). Los higados de todos los fetos de una misma rata qsagim el caso)

se procesaron en forma conjunta. El tubo conteniendo los higados fetales se dejé reposar
durante 3 minutos para que estos decanten y se extrajo el medangj@otie. Los
higados fetales fueron digeridos agregando una solucién de colagenasa | (%% (G
USA) e incubandolos durante 1 hora con agitacién, a 37°C. Finalmente, lagdacim
celulares restantes se disgregaron mecéanicamente con laaepetiidn y liberacion
utilizando una jeringa con una aguja de 25 G de didmetro, de esta foolma\s® una

suspension homogénea de células totales hepaticas.

Lisis de gldbulos rojos

La suspension de células obtenida de higados fetales de ratas sertrat@ dilucién

1/10 de una solucién de acido acético 4% y posterior centrifugacion a 1500 rpm durante
10 min.

Se descart6 el sobrenadante y la suspension de células obtenidaddes fégples de
ratones fue tratada con una solucion tamponada de cloruro de amonio (§,15M)
posterior centrifugacién a 1500 rpm durante 10 min.

El pellet obtenido conteniendo las células se resuspendiaffer HBSS, obteniéndose

un suspension celular libre de glébulos rojos.

Recuento de células & viabilidad celular
El nimero total de células y su viabilidad se cuantificaron medenteétodo de

exclusion con azul tripan (Sigma, USA) y posterior recuento en una camara
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hemocitométrica, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Raradetalles:

http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-

aldrich/articles/protocols/biology/volume X2ll-quantification/cell-quantification.pdf

Separacion de células

Gradiente de Percoll

La suspension de células hepaticas fetales de rata se ajustocangeatracion de
1,2.16células/ml. Se deposité 1 ml de esta suspensién sobre un gradientéirdiscon

de Percoll (50 y 60%) (Amersham Biosciences AB, Suecia), y se centoifuga2000

rom durante 30 min. Las distintas fracciones obtenidas se recuperaron en tubos
separados y se utilizaron para su cuantificacion, caracterizacramofenotipica y/o

cultivo in vitro.

Separacion de células mediante el sistema MACS (Magnetic Assidt&Qaration)

Para el aislamiento propiamente dicho se siguié el protocolo recomendados por
fabricantes del sistema MACS (Miltenyi Biotec, Alemania). Breeste, 1,0.10
células totales d& suspension celular libre de glébulos rojos obtenida de los higados
fetales de ratdn se incubaron con el anticuerpo primario EpCAM (Clon G8.8, Santa
Cruz Biotechnologies, USA) a 4°C durante 20 min. Posteriormente se lavé con una
solucién de tampén fosfato salino (PBS) y se incubd con la suspensioniae pe
magnéticas recubiertas con el anticuerpo secundario anti cadenas d@prata
(Miltenyi Biotec, Alemania) durante 15 min a 4°C, seguido de un lacadoPBS y
transferencia inmediata de la suspensién celular a la columnaatawén, la cual se
encuentra en el soporte magnético proporcionado con el kit. Se deplapdec

solucién, recogiéndose la fraccion EpCAM (-). Finalmente, se retir@lianca del
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soporte magnético, se agregdé PBS y mediante el accionamient@nusdlo
proporcionado junto con la columna, se reédg fraccion EpCAM (+) retenida en la
misma. Las dos fracciones obtenidas se resuspendieron en medio HB8Gantico

el nimero de células obtenidas. En la Figura M.1 se detalla el sistema MAZflotil

Suspensioén celular

> Iman

Columnade separacion

Percolado

Figura M.1. Sistema MACS.

Cultivo de células

Pre-tratamiento de las superficies de cultivo celular

Las superficies de cultivo, ya sea placas de cultivo o cubreolgetas5x15 mm
(desengrasados en etanol 70%), se cubrieron con una solucion de Colagenddjpo IV
mg/ml en PBS/0,25% de acido acético) (Sigma, USA) y Carbodiimida @hkaxil-
N'-(B-[N-metilmorfolino]etil)carbodiimidap-toluenesulfonato,  0,14ug/ml)  (Sigma,
USA) y se incubd durante 3 horas a 25°C, luego se lavd 3 veces con aidadadgse
dejo secar la superficie a temperatura ambiente durante 1 hora ybdjy/] para
esterilizar la superficie. EI material se conservd hasta un madené meses en

condiciones de esterilidad, protegido de la luz y refrigerado a 4°C.
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Cultivo de células fetales de higado de rata
La suspension de células totales recién aisladas y la fraccioroindeti pellet del
gradiente de Percoll se sembraron a razén de ?,8él@las/crfen placas de cultivo de
35mmy fueron cultivadas en medio E de Williams (Gibco, USA) suplementado con:
e 25mM buffer de &cido hidroxietil-piperazina-etanosulfénico (HEPES) (Gibco,
USA),
o 20% suero fetal bovino (Gibco, USA),
e 1% antibidtico-antimicatico (100U/ml penicilina / 100 pg/ml estreptomai /
0,25ug/ml anfotericina B) (Gibco, USA),
e 50mg/ml L-glutamina (Gibco, USA),
e 1mM piruvato de sodio (Gibco, USA),
e 5ug/mlinsulina (Gibco, USA),
e 0,4pg/ml hidrocortisona (Sigma, USA),
e 5ug/ml transferrina (Gibco, USA),
e 5mg/ml selenito de sodio (Gibco, USY)
¢ 5ng/ml EGF (Gibco, USA).
Los cultivos de células de la fraccion inferior del gradiente decof fueron
suplementados con 2,5ng/ml de HGF (Abcam, USA). Eventualmente, ll@saso
celulares fueron subcultivadas individualmente utilizando cilindros de cld&gioa,

USA), siguiendo las indicaciones del fabricante.

Células troncales de higado de ratén
Las poblaciones obtenidas luego de la separacién con perlas magihéticas
cultivadas sobre cubreobjetos tratados con colageno en medio RPMI (Gibch, USA

suplementado con:
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e 20 ng/ml EGF (Gibco, USA),

e 5 ug/mlinsulina (Gibco, USA),

e 10 ug/ml, transferrina (Gibco, USA)

¢ 5 mg/ml selenito de sodio (Gibco, USA),

e 10’M dexametasona (Laboratorio FADA, Argentina),

e 4.4.10°M nicotidamida (Sigma, USA),

e 5.10°M B-Me (Sigma, USA),

e 50 mg/ml L-glutamina (Gibco, USA),

e 1% antibiotico-antimicotico (100U/ml penicilina / 100 pg/ml estrepcoma /
0,25 pug/ml anfotericina B) (Gibco, USA), y

e 0,20% suero fetal bovino (Gibco, USA).

Cultivo en medio semi-sélido
Para estudiar la evolucion de la hemopoyesis en el higadp detalislaron células
totales de higados de fetos de raton de tiempos de gestaciéon comprenttigld,5
dpc y 19,5 dpc, y células de higado de ratones de 1 dia de vida. La suspensi
sembrd, a razén de 50.000 célutas] en placas de cultivo de 35mm en medio de
cultivo semi-solido IMDM (Gibco, USA), suplementado con:

e 30% Suero Fetal Bovino (Gibco, USA),

e 5 ng/ml PIXY (proteina de fusién de GM-CSF, IL-3, gentilmente donadolpor e

Dr. Messner, Toronto, Canada),

e 1 U/ml de eritropoyetina (Sidus, Argentina) y

e 0,3% de Bacto agar (Difco Laboratories, USA).
A los 10 dias de cultivo, se observaron las células bajo un microscoprbdaw se

clasificaron y cuantificaron los agregados celulares con mas de 40sgglllanias)
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Para cada tiempo gestacional se cuantificO el numero de col&mig®ides,
GranulaiticasMacrofagicas y Megacariociticas.

En todos los casos, las placasreubaron a 37°C, en atmdsfera saturada de humedad y
5% deCO, y el medio de cultivo se cambid cada 48hs, excepto para lososudtiv

medio semi-soélido.

Inmunofluorescencia indirecta

Las células se cultivaron directamente sobre cubreobjetos de 22 ymtas
preparaciones celulares se procesaron de acuerdo al protocolo descripto por Velldn et al.
184 Brevemente, las células se lavaron en PB&fijaron con para-formaldehido (PFA)

4% en PBS. Posteriormente se permeabilizaron mediante una incubacién en 0,1%
Triton X-100 en PBS durante 10 minutos y se incubaroniasnlucion del anticuerpo
primario durante 1 hora en camara humeda a 37°C. Transcurrido este periodo las
preparaciones se lavaron con PBS, se incubaron con el anticuerpo secundario
correspondiente y se revelaron colorimétricamente con DAB (Dako, USAd@mme

la incubacién con anticuerpos conjugados con FITC o Texas Red diseelteBS
durante 60 minutos en cdmara humeda a 37°C. Finalmente se lavaron en RBS5dura
minutos y se montaron con Vectashield (Vector Laboratories Inc., USA). La
observacion de las preparaciones y la obtencion de imagenes seamatiza un
microscopio Nikon eclipse E400 (Nikon, Japon) equipado con los filtros de
fluorescencia correspondientes y el programa informatico Im&Yepdra el analisis y
edicion de imagenes. En todos los casos se realizaron 3 tipos deesoetrglaraleto

control de técnica realizando el mismo protocolo pero reemplazando elegmtic
primario por PBS, asi como también controles positivos y negativos taascé

tejidos dependiendo de cada anticuerpo. Para identificar los nlcle@sashke utilizd
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hematoxilina, colorante de Hoechst (Sigma, USA) disuelto en ?B&PI (Sigma,
USA).
Se utilizaron los siguientes anticuerpos:
1- Pool de anticuerpos anti-células progenitoras hemopoyéticas (Hem), compuesto
por anticuerpos contra CD5, CD45R, CD11b, Myeloid Differentiation Antigen
Gr-1, TER 119y TER 7/4) (Stem Cell Technologies Inc., Canada, dilucién
1/50).
2- Marcador citoplasmatico especifico para hepatocitos mad{iieg) (Clon
OCH1ES5, Dako, USA, dilucién 1/25).
3- Anticuerpos OC2 y OC3 (donacion del Dr. Ronald Faris, Rhode Island, USA,
dilucién 1/100).
4- EpCAM (Clon G8.8, Santa Cruz Biotechnology, USA, dilucién 1/100).
5- Thy-1 (Clon H-110, Santa Cruz Biotechnology, USA, dilucién 1/10).
6- E-cadherina (Clomii-108, Santa Cruz Biotechnology, USA, dilucién 1/100).
7- CK19 (Clon N-13, Santa Cruz Biotechnology, USA, dilucién 1/50).
8- Histona H3 acetilada en lisinas 14 y 23 (Santa Cruz Biotechnology, USA,
dilucion 1/100.
9- Histona H3 metilada en lisina 9 (Santa Cruz Biotechnology, USA, diluci
1/100.
La cuantificacion de las células se realiz6 contando células Ypssjtinegativas) en el

microscopio, tomando campos al azar hasta totalizar 100 células.

Citometria de flujo
Para estudiar como la composicién de la poblacién en estudio, serziaatperfil

de expresiéon de proteinas mediante citometria de flujo. Parald,células de la
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suspension de células hepaticas totales de raton fueron incubadeak ardituerpo
primario contra EpCAM CD326 (clon G8.8, BD Biosciences, Alemania) didifu
1/100) durante 30 minutos a 4°C. Las reacciones inespecificas del antisgerpo
eliminaron mediante lavado con PBS y luego se incubd con el anticuegpulago
anti cadena kappa de rata-biotinilado (BD Biosciences, @tégm dilucion 1/100)
durante 15minutos a 4°C. Posteriormente se lavdé con PBS y se incubd con strepto-
avidina APC (BD Biosciences, Alemania, dilucion 1/100), CD-45-PerCP (B
Biosciences, Alemania, dilucién 1/100) y E-Cadherina-FITC (BD Borsms
Alemania, dilucion 1/100) durante 15 minutos a 4°C. Se lavo con PBSrgtéecon
FACS-lysing solution (BD Biosciences, Alemania) para lisar lo®wbs rojos y fijar
las células. Se guardd a 4°C en oscuridad hasta el momento de isicaznqen el

citbmetro de flujo. En la Tabla M.1 detallamos los controles de técnica utilizados

A Triple LSPC LSPC

B Control negativo PerCP LSPC *
C Control negativo FITC LSPC *

D Control negativo APC LSPC *

E Control negativo EpCAM LSPC »

F Blanco LSPC X X * S .3
G Control positivo E-Cadherina |[MLP29 b3 b < P P <
H Control positivo EpCAM MLP29 * *
| Control positivo CD45 Linfocitos de ratén b3 b < P »

J Triple MLP29 MLP29

K Blanco MLP29 MLP29 » » » » P <
L Blanco Linfocitos Linfocitos de ratén * *® » * b 3

Tabla M.1: Muestras y controles utilizados para estudiar las poblacoehdsares
mediante citometria de flujo.

Los tubos con blanco se utilizaron para eliminar el componente de auto-fluorescencia de
las distintas muestras (tubos F, K, L). Los tubos con un solo fluoréforo @kdsl)

se utilizaron para definir el umbral a partir del cual consideramos anzarpositiva.

Los tubos que contenian 2 de los 3 fluoroforos (tubos B, C, D) se utilizaron para
eliminar el componente de sefial inespecifica de florescencia quetertado por dado

canal. Por ejemplo, el tubo D que contenia las células marcada-ITC y PerCP nos
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permitié cuantificar cuanto de la lectura del canal de APGlebaa a la fluorescencia
de FITC y PerCP detectada inespecificamente en este canal.

Se utilizé un citdmetro FACS Aria (BD Biosciences, Alemania) paradiquisicion de
datos; el andlisis de los mismos se realiz6 con el programa fCyflGgFloLtd,
Finlandia).

Cabe recalcar que el clon utilizado para la citometria de flujo deluarpo anti
EpCAM es el mismo que se utilizd para realizar la inmunofluorescemtiracta y el

aislamiento con MACS.

Estudios sobre la organizacion del nacleo

Fijacion de las células

Con el objeto de preservar la estructura tridimensional (3D) de los nutdesos
preparaciones celulares se lavaron brevemente (40-60 segundos) con &Biargrs
con una solucién de PFA 4% en PBS pH 7,0 (sin g&IQCl,) durante 10 minutos.
Posteriormente se lavaron 3 veces, durante 5 min cada vez, cofrifBSX-100
0,05%, se permeabilizaron con Triton X-100 0,5% en PBS durante 20 minutos y se
incubaron las células en Glicerol 20% en PBS toda la noche a 4°C. 36 deslpués
una segunda permeabilizacion mediante 4 rondas de congelacion y desgongie
las preparaciones celulares en nitrégeno liquido (unos 30 segundos de congatieion
vez). Después de este procedimiento se lavaron 3 veces con RBISXFii00 0,05%,
HCl 0,1 N, 2 veces con solucién NaCl 300 mM vy citrato de sodio 30 mM (2x$SC)

finalmente se incub6 en formamida 50%/2xSSC durante 30 min.

Hibridacién in situ fluorescente
FISH (Fluorescent in situ hybridization) es una tecnologia que usitindas de ADN

marcadas con nucleétidos modificados con digoxigenina o biotina que @ se ve
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pueden detectar mediante anticuerpos o haptenos marcados con fluorescemcia. Est
procedimiento conlleva la desnaturalizacion del ADN de la muestra ¢sommas
metafasicos o en interfase) y del ADN de la sonda marcada, lodueeila separacion

de las hebras complementarias de la doble hélice.

La incubacion de la muestra con la sonda de interés conduce a la formaidn
hibrido de doble hélice en el sitio diana que estara marcado con femeiesy que se
puede detectar por medio de microscopia de fluorescencia. El ensayop&éde
usarse sobre células en metafase para detectar delecionedeptfiaar material extra

de origen desconocido o para detectar reordenamientos estructurales coume ses
observan en ciertos canceres. También se aplica a célulagedgiase, como por
ejemplo en la deteccion de aneuploidias en células del fluido amniético o en lassestudi

de organizacion espacial del genoma en el nucleo interfasico (Figura M.2

marcado con una
molécula fiuorescente

sonda de DNA

HIBRIDACION FLUORESCENTE IN SITU

Figura M.2. Esquema del fundamento de la técnica FISH especifico de locus.
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ADN-FISH para satélite mayor y menor

Las sondas para hibridar especificamente ADN satélite mayor y npeasente en la
region pericentromérica de todos los cromosomas de raton, fueron preparadias c
clones pCR4-Min5-1 y pCR4-Maj9-1, respectivamente. Las bacterias, laon
plasmidos que contenian los correspondientes insertos se cultivaron ddo aguer
métodos convencionales en diteLB con 12 pg/ml de ampicilina, durante 16 horas, a
37°C y con agitacion continua (220 rpm). La extraccion del ADN del plassedo
realiz6 de acuerdo a protocolos rutinarios (mi-Plasmid Miniprep Kit;ablen
international AG, Alemania). Se centrifugaron 5 ml del cultivo bateria 12.000g a
temperatura ambiente. Se descarto el sobrenadante y el precipitado se disolvio en 250 pl

de tampdn Tris-CIH pH 7,0. Las bacteri@srompieron con 250 ul de una solucion de
lisis compuesta por NaOH/SDS y se centrifugaron 10 min a 12.000gpertgora
ambiente. Finalmente el ADN del plasmido se purificé por filtraciéea@nmna y se
recupeo con 50 ul de agua destilada.

El marcaje del ADN del plasmido se realizO de manera indivigagd cada clon
mediante Nick Translation, un procedimiento enzimético que infringe casie=n la
molécula de ADN que simultaneamente son rellenadas con nuclea@dificados. Se
marcaron 1-2 pug de ADN en una mezcla de reaccién que contenp@ntdiRIS-CIH
0,5M pH 8, MgClI2 0,050M, alimina bovina 0,5 mg/ml, p-mercaptoetanol 0,1 M, d-
ATP 0,05 mM, d-CTP 0,05 mM, d-GTP 0,05 mM, d-TTP 0,005 mM, d-TTP
modificado con biotina o digoxigenina 0,025 mM, DNAsa 0,0001 mg/ml y 10U de
ADN polimerasa I en un volumen final de 100 ul. La reaccion se efectud en un
termociclador a 15°C durante 2 horas y se detuvo agregando 1 ul de EDTA 0,5M y

posteriormente incubando 10 minutos a 65°C. Los productos de la reaccion
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normalmente tuvieron entre 200-500 pb, lo que se comprobé electroforeticamente en
geles de agarosa 1%. Los productos (sonda marcada) se almacenaron a -20°C.
El protocolo de hibridacion se dividié en cuatro pasos:

1. Preparacion de la sonda de hibridacgemezclé en un tubo de microcentrifuga

50-100 ng ADN satélite mayor marcado con Digoxigenina e igual cantitgad

ADN satélite menor marcado con Biotjraug de ARNt y 40 pg de ADN de
esperma de salmén (Sigma, USA). Se afadi6é 0,lparte/volumen de atmetat
sodio 3M pH 5,2 y 3 partes/volumen de etanol 100%, se incubd a -80°C 1 hora y
se centrifugd 12000g durante 30 min a 4°C. El precipitado se resuspendié en una
mezcla compuesta por 6 pl de formamida 50% y 6 ul de sulfato dewrdext

10% en 2xSSC.

2. Preparacion de las célula€on el objeto de facilitar la penetracion de las

sondas, las preparaciones celulares recibieron un pre-tratamiento pamarelim
restos de citoplasma que consistid6 en incubar con una solucion de pepsina
0,001%-0,005% (P/V) en HCI 0,01 M a 37°C durante 2-10 minutos, controlando
periddicamente el procedimiento bajo el microscopio de contrastesde fa
Luego de esta digestion enzimética de membranas, las prepasase lavaron
sucesivamente con PBS (sin CaMpCl,), PBS (con MgG) a temperatura
ambiente durante 5 min cada vez. Posteriormente se fijaron con formaldehido
1% en PBS durante 10 min, se lavaron nuevamente con PBS (cop) MgCl

3. Hibridacion ElI ADN diana (células) se desnaturalizé por calentamiento a 72°C
durante 3 minutos en una solucion de formamida 70%/2xSSC de pH 7,0. Por
otro lado, la sonda se desnaturalizé por calentamiento a 85°C durante 10 minutos
y se deposito sobre un portaobjetos limpio y sobre ésta se coloco el cubreobjetos

con las células haciendo contacto con la sonda. Se sellaron los boreles y s
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incubd a 37°C en una cadmara de hibridacion humeda herméticamente cerrada y
protegida de la luz durante 24 horas.

4. Revelado Para la deteccién de las sondas hibridadas, la preparaciémése la
sucesivamente en formamida 50%/2xSSC, 1xSSC y 4xSSC/Tween-20 0,1% a
47°C por espacio de 5 minutos cada vez. Después de los lavados, seancubo |
preparacion con la solucion de bloqueo compuesta por 4xSSC/Tween-20
0,1%/Albumina bovina 3% a 37°C durante 30 min y posteriormente con una
solucién del anticuerpo anti-Digoxigenina conjugado con FITC y de Avidina
conjugada con Texas-Red a wuna dilucion 1:200 en 4xSSC/Tween-20
0,1%/Albumina 4% (4A) durante 1 hora a 37°C protegido de la luz. Finalmente
las preparaciones se lavaron en 4xSSC/Tween-20 0,1% durante 5 minutos, se
contracolorearon los nucleos con DAPIv{@ml en PBS) y se montaron con

Vectashield (Vector Laboratories Inc., USA

Hibridacién in situ fluorescente de ARN (ARN-FISH)

Para hibridar los transcriptos primarios de los genes AFP y Dlk-Lismnespectivos
sitios de transcripcion se utilizaron sondas preparadas con clones que nolaenia
secuencia especifica para esos ARNm marcados mediante Nick Translation.

El protocolo de hibridacion se dividié en tres pasos:

1. Preparacion de la sonda de hibridacgemezclé en un tubo de microcentrifuga

50-100 ng de ADN marcado con Digoxigenina o con BiotiH§ 4 pg de ARNt
y 40 ug de ADN de esperma de salmoén. Se afiadio 0,1parte/volumen de acetato
de sodio 3M pH 5,2 y 3 partes/volumen de etanol 100%, se incubd a -80°C 1

hora y se centrifugd 12000g durante 30 min a 4°C. El precipitado se resuspendio
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en una mezcla compuesta por 6 pl de formamida 50% y 6 ul de sulfato de
dextrano 10% en 2xSSC. Para la hibridacién de un cubreobjetos de 22emm
utilizaron 10 ul de sonda, la que se desnaturalizd mediante calentami@dfC
durante 7 min y posteriormente se incubd a 37°C durante 1 hora para favorecer
el bloqueo de las secuencias repetitivas.

2. Hibridacién Se realiz6 sobre muestras sin desnaturalizar para permitir que la
sonda reaccione so6lo con ARN (monocatenario). Para ello, ésta se depositd
sobre un portaobjetos limpio y sobre ella se colocd el cubreobjetos con las
células haciendo contacto con la sonda. Se sellaron los bordes y se incub6 a
37°C en una camara de hibridacion humeda herméticamente cerrada ig@roteg
de la luz durante 24 horas.

3. Reveladopara la deteccion de la sonda hibridada al ARN se realiz6 mediante un

protocolo similar al descrito anteriormente para el ADN-FISH.

Adquisicion y analisis de imagenes

Para el estudio de la organizacién del genoma en el nucleo interffesicélulas
hepéticas de raton se obtuvieronagenes de ADN-FISH satélite mayor y satélite
menor se observaron bajo un microscopio confocal Leica DMIRE-2 (Leica
Microsystems, Alemania). Para la adquisicion de imégenes 3Dligé et software
provisto con el microscopio y el analisis de las imagenes se&ean la version
portable del mismo, Leica Confocal Software Lfte Los pardmetros de adquisicién se
establecieron previamente y se mantuvieron idénticos para todasuastras
analizadas.

Las hibridaciones de ARN-FISH se observaron bajo un microscopio Nikon eclipse

E400 de fluorescencia, equipado simultaneamente con una camara StandaiddaCCD
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adquisicion para todas las muestras analizadas se realizé en imagenes dggdgrat
1376x1038 pixeles de tamafo, en tres canales (rojo, verde y azul; RGB) g8 bit
canal y se analizaron utilizando Imag®3 Por cada muestra, se analizaron 60 n(icleos

en interfase (aproximadamente 20 por preparado).

RT-PCR semi-cuantitativa

La PCRentiempo real (Real Time-PCR, en inglé&s una variacion de la PCR con
transcriptasa reversa (RT-PCR) estandar, utilizada para la semificaaidn
(cuantificacién relativa) de ARN mensajero (ARNmM) de una muestraizaiilo
primers especificos de secuencia, es posible determinar lalachmélativa de una

determinada secuencia de ARN.

Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN total de las distintas subpoblaciahgiares se utilizo el
reactivo Trizol (Invitrogen, USA) siguiendo las instrucciones del fahte
Brevementelas células se lavaron con PBS y se realizd la extraccion inmeediatam
por disgregacion mecanica pasandolo dichas células por jeringasujas @g grosor
decreciente en 1 ml de Trizol. Se centrifugdé a 12.000g por 10 mindf&3 yasobre el
sobrenadante (en un tubo limpio) se agreg6 0,2 ml de cloroformo. Se agit6é caryvorte
se incubd 15 minutos en hielo posteriormente se centrifugd 15 minutos a 12.000g a 4 °C
y la fase acuosa superior se transfirié a otro tubo. La precipitacion delsAR&alizd

con 0.5 ml de isopropanol durante 45 minutos a -20°C, mientras que suesitlase
realizé por centrifugacion a 12.000g durante 15 minutos a 4°C. Se eliminé el
sobrenadante y se lavo el pellet con etanol 70% 3 veces panaaelpuosibles restos de

sales. El ARN fue resuspendido en agua estéril y conservado a -70°Cduntaalel
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mismo fue utilizada para controlar su estado de integridad mediante electraforgsis

de agarosa 1% y para su cuantificacidon mediante espectrometria.

Para eliminar posible contaminacién con ADN gendmico se realizétaiento con
ADNasa: 5 ug de ARN total fueron incubados con 5 ul de ADNasa RQL1 libre de
ARNsas (Promega, USA) y 1ul de inhibidor de ARNasa (RiboLock, Fermentas,
Argentina) durante 30 minutos a 37°C. Para controlar que el tratamiemfetigo las
muestras de ARN fueron utilizadas como posible molde para PCR (las rasaiégron

negativas).

Retrotranscripcion

Una alicuotade de ARN extraido de la suspension celular fue utilizado para &sisint
de ADNCc. Brevemente, 1 ug del ARN, 0,5 pl oligagl{Biodynamics, Argentina), 1 pl

de la enzima transcriptasa reversa ImProm-Il (Promega, USA)ddl puffer provisto
con la enzima (Promega, USA), 1 ul de inhibidor de ARNsas (RiboLock, Fesnenta
Argentina) y 1 pl de dNTPs (desoxi-ribonucleotidos-trifosfatados, Biodysamic
Argentina) fueron incubados en un termociclador programado de la siguiemeama
25°C durante 5 minutos seguido de una incubacion a 42°C durante 30 minutos y
finalmente a 85°C durante 5 minutos. Se controlé que la transcripcion reegesa
resultado efectiva mediante la realizacion de una PCR utilizamtto &DNc como
moldey primers para el gen GAPDH (gliceral-dehidro-3-fosfatodeshidrogerasa),
expresion es abundante y constitutiva. Las muestras, listas pardizzilagipara PCR

en tiempo real, se almacenaron en un freeZed°C.
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PCR en tiempo real

Las PCR en tiempo real se llevd a cabo en un termociclador MghtC.0 (Roche
Applied Sciences, Alemania) utilizando la enzima TagPlatinumitiomgen, USA) y
SYBR Green (Invitrogen, USA), un fluorocromo que emite fluorescencia cuanche se
sin especificidad de secuencia con el ADN doble cadena. é&sicd se basa da
deteccion de la cantidad de fluorescencia producida en cadalei®@€R (en tiempo
real) y lo representa graficamente respecto al nimero de cllosoftware del
LightCycler 2.0 calcula el punto de inflexién de la curva fluorescenciainsero de
ciclos identificando el punto de cruce (Cp). El Cp correspohg@erdao (en niamero de
ciclos) en el que la aceleracion de la sefial de fluorescesidsen su maximo, por lo
tanto, este punto de cruce debe estar siempre situado en el cdatpodaon de log-
lineal de la amplificacion de PCR. La cantidad de fragmentos deifiaagidn
producidos en cada ciclo es proporcional al nimero de moléculas de AR, itkéci
forma que en aquellas muestras con mayor expresion del gen de estudio
amplificacion fluorescente aparecera en ciclos anteriores (menor Cpledida de la
expresion génica por medio de RT-PCR es una cuantificacion relativia, que se
compara entre las diferentes muestras la expresion del gen objetadie esspecto a
la expresion de un gen constitutivo que no varia en las condiciones demexperi
(control enddégeno) En nuestro caso utilizamos la secuencia del ARNmndeluge
codifica a la proteina GAPDH.

La reaccion se realiz6 a partir de |8 de ADNc, 0,5 mM de los primers
correspondientes, 1 pl de dNTPs (Biodynamics, Argentina)ul0de SYBR Green
(Invitrogen, USA), 2ul buffer provisto con la enzima (Invitrogen, UBY agua hasta
un volumen final de 24. Los primers (cebadores) fueron disefiados mediante el

software Primer 3http://frodo.wi.mit.edu/primer3/y sus condiciones termodinamicas
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controladas con el programa de NtiVector 10.3.1 (Invitrogen, UIS#)secuencias de
los primers y las temperaturas de union al ADNc (annealing) demissios se

describen en la tabla M.2.

For: CTGGAGAAACCTGCCAAGTA

GAPDH 92 58°C
Rev: GTCCTCAGTGTAGCCCAAGA

For: ATCGACCTCACCGGGAAGAT

142 7°C
AT Rev: GAGTTCACAGGGCTTGCTTCA >

For: CTCCTGGTGATTTGTCTGCT

150 55°C
b Rev: TTGCTTTGGTGTTTCAGTCA

For: GTCAGTGTGGAGGTGGATTC

CK19 120 58°C
Rev: AAGGTAGGTGGCTTCAGCAT

For: CAACTGCGTACAAGACGAGA

CLDN3 142 55°C
Rev: GCACCAACGGGTTATAGAAA

For: CACATCCTGAAGGTGTCCAT

DLK1 150 58°C
Rev: AGGTTTCGCACTTGTTGAGA

For: TTGTGGTGGTGTCATTAGCA

EpCAM 115 56°C
Rev: TCTGTGGATCTCACCCATCT

Tabla M.2: Secuencia de los primers disefiados para detectar el ABRNgen que
codifica a las proteinas de estudio, tamafio del amplicon grigsetaturas de unién d
los mismos.

La reaccion se llevé a cabo, como ya se menciono, en un termocidigiak@ycler 2.0
(Roche Applied Sciences, Alemajihajo las siguientes condiciones: un primer paso de
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 10 minutos, continuado por 40eicksjue
cada uno incluy6 desnaturalizacion a 94°C durante 10 segundos, ampdmers a la
temperatura especifica (ver Tabla M.2) durante 10 segundos y exte@@%D durante

10 segundos. La medicion de la fluorescencia se realizé a tempeeatakde segun la
temperatura de desnaturalizacion de cada producto, obtenida durantetdaapoiasto

de los primers. Dado que SYBR Green se une inespecificamente al@didNcadena,

en caso de observarse dimeros de primers, la medicion de la fluor@gcemtio de
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cada ciclo) se realiz6 a una temperatura mayor que la de desmatidalide los
dimeros pero menor a la temperatura de desnaturalizacion del produztaseguarse
gue la fluorescencia sea exclusivamente debida a la unién del SR & producto
de PCR. Finalizados los 40 ciclos se realiz6 una curva de desnatigalifiaal
mediante un gradiente de temperatura desde 60°C hasta 90°C patar datec
temperatura de desnaturalizacion de los productos obtenidos. Esto(éanér una
estimacion rapida de la especificidad del producto de PCR, dado que laatemnapee
desnaturalizacion de cada producto de PCR es una propiedad intrinsecanueoe
esta relacionado con su extension y su secuencia de bases.

En cada determinacion, las PCRs en tiempogeatalizaron por duplicado para cada
gen a estudiar y se verificé la presencia de un Unico producto y stelnpaecular
esperado en gel de agarosa 2%. Se utilizaron patrones de tamafoecxigtpb y

100 pb (Byodinamics, Argentina

Analisis de los datos
Para cada par de primers se estudio el rango dinamico de dilugilaneciencia de la

reaccion'®®

Cada experimento fue realizado con una curva interna de calibracién en la
gue se introdujeron los valores de Cp obtenidos para cada muestra y seunbtala

de expresién arbitrario.

Se realizaron tres experimentos independientes para cada gen eoneada las
subpoblaciones estudiadas. En la determinacion de cada muestra s ppoce
duplicado y se tomo el valor de Cp correspondiente al promedio de los duplicados.
Primeramente se realizé una curva de rango dinamico para defimgelena el cual la

relacion entre el logaritmo de la concentracion de molde y el dal@p se mantenga

lineal, esto indica que la eficiencia de la reaccion de PCéhagentra alrededor del
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100% ' Para esto, durante la puesta a punto de los primers, se realizactones
del ADNc y se grafico el CP obtenido para cada dilucién en funcién deittngade la
concentracion de BNc. Arbitrariamente asle asigno el valor de 1.000 a la cantidad de
ADNc molde presente en 1 ul del stock de ADNc sin diluir. Por lo tanto, popkje
ul de la dilucién 1/10 corresponderia a 500, y asi sucesivamente (Fig):aAMpartir
del grafico Cp vs Log [concentracién] se calculd, por el método de cuadratp®m)i
la ecuacion de la recta que describe esta relacion. Ademasedtuth bondad de
ajuste de esta curva y la pendiente la misma se pudo corroborar quacidnrske
mantenia lineal dentro del rango de concentraciones ensayadatayefjoencia de la
reaccion era la adecuada para llevar a cabo la semi-cuaidificde los ARNm de
interés. Para estos analisis de datos se utilizaron los progiafoasaticos GraphPad
Instat®® e Infostat'®®.

Para las determinaciones se decidi6 trabajamuoa dilucion 1/20 del ADNc, se realizo

1/10=0.1 5 500 2,69897 25,52
1/20=0.05 5 250 2,39794 26,55
1/40= 0.025 5 125 2,09691 27,64

28

27,5 A\

27

y=-35212x + 35,011\

& 265 R’ = 0,9997

26

\
\

25

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

log de la concentracion

Figura M.3: ejemplo de curva de dilucién de rangos dindmicos.
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en cada experimento una curva interna de calibracion utilizando, p@iejdilaciones

de 1/10, 1/20 y 1/40. Se graficdé el Cp obtenido para cada dilucion en fundion de
logaritmo de la concentracion de ADNc. A partir de este grafiaalsellé la ecuacion

de la recta, la que se utilizo para intrapolar el valor de Cp (promedis deplicados)

y, de esta forma obtener un valor arbitrario de concentracion de ADN moldehde di
gen. Se repitié el mismo procedimiento para todos los genes estuiieldgendo el
control interno GAPDH.

Los valores arbitrarios de concentracion de cada gen fueron expresadgatores
normalizados al valor arbitrario de concentracion obtenido para GAPDH y se
confrontaron entrei mediante el test de ANOVA de un factor y los contrastes post-hoc

de Tukey o t-de Student, seglin correspoftia

Trasplante de células troncales

Preparacién de la suspension celular

Para estudiar la capacidad de anidacion y proliferacion de las céhiasles, las
células EpCAM (+) se marcaron con carboxifluoresceina-diacetato-suddilréstier
(CFSE, Invitrogen, USA) que es un trazador que permite identificaélakgs in vivo
Esta molécula incolora difunde pasivamente al interior de lasas¢hibnde los grupos
acetato son clivados por esterasas intracelulares para formar tauladléorescente
que se mantiene atrapada en el citoplasma celular. Se tomé aumataalde 1.6.10
células suspendidas en 1ml de PBS pH 7,0, se mezcl6 con 1ml de uians2upM
de CFSE en PBS y se incub6 durante 40 minutos en un bafio termostat&édd) a
protegido de la luz. Posteriormente las células se lavaron medenttdugacion (3
veces) en 12 ml de medio de cultivo RPMI suplementado con 10% dey SFB

antibidtico-antimicético (100 U/ml penicilina/ 100 pg/ml estogpicina/ 0,25 pg/ml
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anfotericina B). Finalmente, se prepararon alicuotas de 2d0las en un volumen
aproximado de 1501 de RPMI y se conservaron en hielo protegidas de la luz hasta el

momento de realizar el procedimiento de trasplante.

Trasplante esplénico de células troncales

En cada uno de 3 experimentos independientes, las células fueroantesdqs en el
bazo de 4 ratones singénicos saB63BL\6. Se utilizaron en total 24 ratones, a razén
de cuatro ratones machos singénicos sanos tratados, 2 ratones de cowtatrain
sham (intervencién simulada) y otro control sin operar por cada uno de los 3
experimentos. Los animales fueron anestesiados como se describié antégigrree
realizé una incision en el cuarto inferior derecho del vientre que incluyéoua
transversal de 0,5-1 cm en la piel y luego otro corte en el mismdasdet0.5 cm en la
pared muscular. Al mismo tiempo, la alicuota de 150 ul de céhdasadas con CFSE

fue cargado en una jeringa hipodérmica sin volumen muerto de 29G (Terumo, Japon).
Se expuso el bazo con la ayuda de una pinza y un hisopo estéril y crioye
aproximadamente 100 pl de la suspension de células en el extréahdelipazo. Una

vez concluida la inyeccion, las incisiones se cerraron mediante 3 plensagura con

hilo de seda (3/0) (Ethicon, USA). Los animales fueron restituidos a sustrespe

jaulas y mantenidos bajo observacién durante las siguientes 2 horas.

Determinacién de la capacidad de anidacion
Los ratones fueron sacrificados 24 y 48 hs posteriores al trasplante € ratdados y
uno control por punto temporal), se extirparon el bazo, el higado y los pulmaees,

fijaron en PFA 4% (en PBS) a 4°C. Los tejidos fueron incluidos en tacos dengarafi
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gue se cortaron con micrétomo a un espesor de 10um, se montaron en portaobjetos y se

incubaron en una estufa a 50°C.

Los preparados se observaron en un microscopio de fluorescencia Nikon e¢lipse E

con filtros para FITC.
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1. Aislamiento y caracterizacion de células troncales de higadie rata

Con el objetivo de aislar e identificar células troncales/progenitoaites (LSPC)
en condiciones fisioldgicas, primeramente se realiz6 la puesta puhis petocolos
para el aislamiento de LSPC a partir de fetos de rata, especulanelontyor tamafio
del higado fetal de estos animales, ademas de facilitarctécaéde aislamiento,
aseguraria una cantidad de células adecuada para desarrollo de una tesficdagae
llevaron a cabo 18 experimentos individuales con ratas prefiladas de 1&2fe dia
gestacion. Los animales fueron sacrificados e inmediatameetdrageron la totalidad
de los fetos; los cuales, a su vez, se sometieron a extirpacion qairdegihigado bajo
lupa. Después de la digestion enzimatica de los higados fetatketesmin6é (mediante
conteo en camara hemocitométrica) que en promedio el 65% del total cdulas

presentes en la suspension eran glébulos rojos. Una vez eliminados lossgioms

Figura R.1.1. Inmunofluorescencia indirecta para la suspension de células deig
higado fetal de rata de 14,5 dpc, luego de la digestion enziméatidgdergdicaron
células positivas tanto para el pool de anticuerpos anti-células nporge
hematopoyéticas: Hem (a); como asi también células positivasepaaticuerpo
especifico de hepatocitos maduros: Hep (b). Aumento 400x.

de la suspensién celular total se obtuvieron en promedio 5'6&l0as por higado
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fetal (rango: 1,34.10a 1,18.18). La viabilidad de las células totales aisladasl@sci
entre un 96 y un 100% en todos los experimentos.

Con el objeto de identificar y caracterizar las distintas subpoblaciom@sentes, se
realizaron inmunomarcaciones sobre las células totales con un patiderpos para
identificar célula progenitora hemopoyéticas (Hem) y otro anticuerpo especifico de
hepatocitos maduros (Hep). La inmunofluorescencia mostré que la suspension de
células totales contenia tanto células positivas para Hema para Hep (Figura R.1.1a

y 1.1b).

La suspension celular se separ6 mediante fraccionamiento por centéfugerciun
gradiente de Percoll. Luego de la centrifugacion se obtuvieron dosfrasciina en la
interfase entre el 50% y el 60% de Percoll y otra en el fondo del tubo. Ambas fracciones
se sometieron a inmunofluorescencia con los anticuerpos Hem y Hefpacc#on
recolectada de la interfase contenia células positivas pamktie anticuerpos Hem,

no contenia células positivas pareg{{Hem (+)/Hep (-)), y por lo tanto se la denominé
fraccibn hemopoyética (FHM) (Figura R.1.2a). La fraccion inferior del gradiente

contenia células Hep (+),no se detectaron células Hem (+)se/denomindé fraccion

hepatica (FHP) (Figura R.1.2b).

Figura R.1.2. Inmunofenotipado de las sub-poblaciones celulares. La suspengain
fue sometida a una centrifugacion en un gradiente discontinuo de Peraditusieron
dos fases: la superior contiene células Hem (+) (a) pero no @easdulas positivag
para el anticuerpo Hep. La fase inferior del gradiente posee solo céapag-H(b)
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Las células de la FHP fueron cultivadasE de Williams suplementado (ver materiales

y métodos) durante 4 dias y al cabo de ese tiempo se observé la foramaida
monocapa de células con morfologia caracteristica de hepatocttasosaSobre estas
células se realiz6 inmunofluorescencia con anticuerpos OC2, OC3 y ©hy3ldon
conocidos marcadores de células ovai®s®™ Se encontr6 que células OC2 (+) y OC3
(+) se ubicaron dispersas sobre la monocapa de células con aspecto deitospato
maduros. Ademas, rodeando a estas células OC 2 y OC3 (+), se encontrarona®lonias
células mas pequefias con morfologia similar a la de las célakes opero negativas

para los marcadores OC2 y OC3, que se denaoricélulas tipo oval (Figura R.1.3).
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Figura R.1.3. Fraccién hepética. Luego de 4 dias de cultivo se observanusal]
monocapa de hepatocitos, células OC2 (+) (a) y OC3 (+) (b) (flechas) rodk=a
células “tipo oval” (puntas de flechas). Nucleos tefiiddos con hematoxilina. Aumentos (a)
400x; (b) 1000X.

Dentro de la FHP también se hallaron células similares eafitagn morfologia a las
células OC2/0C3 (+) y que resultaron positivas para Thy-1, el otro maadétulas
ovales (Figura R.1.4a). Incluso algunas de estas células mostraron doddeiém para

OC2 y para Thy-1 (Figura R.1.4b).
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Figura R.1.4. Las células ovales de la FHP co-expresan OC2 y Thy-ta EHP
cultivada durante 4 dias observamos tanto células que expresan(Vidrgde] (a) comg
células que co-expresan OC2 (verde) y Thy-1 (rojo) (b). Aumento 400x.

Cuando las células da FHP fueron cultivadas en el mismo medio de cultivo pero con
el agregado de HGF se observé un importante aumento en la cantidadulds
OC2/0C3 (+) (Figura R.1.5, células OC3 (+) no mostrades como también de las

células mas pequefias tipo oval.
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Figura R.1.5. Las células ovales de la FHP proliferan en presenti&BelLuego de
cultivar la FHP durante 4 dias con HGF observamos un enriquecimiento tanto de
ovales (OC2 (+), flechas) como de células tipo ovales (puntas dead)ecAumento
400x.
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Los cultivos de la FHP se prolongaron hasta los 6 dias. Este proassdimésultd en la
formacién de colonias (acumulos celulares) (Figura R.1.6a), que fueron sSuadadt
utilizando cilindros de clonado. Estas células subcultivadas fueronesag@a@dherirse

al sustrato y mantuvieron la expresion de OC2 durante 14 dias, aunque no mostraron

signos de proliferacién posterior, in vitro (Figura R.}.6b

Figura R.1.6. Formacion de acumulos de células OC2 (+). Al cabo de 6 diatwn
las células forman acumulos (a). Luego de sub-cultivar estos acumhskEryamos qug
se mantiene la expresion de OC2 (b) (flechas). Aumentos 200x (a) y 400x (b).

Para mejorar la adherencia e inducir la proliferacion de las cébvaes sub-
cultivadas, se utilizé un recubrimiento de colageno IV sobre la superficie de cultivo. La
colonias aisladas, separadas del resto de las célulasndiilizdindros de clonado, se
disgregaron mecanicamente mediante la succién y liberacion eepetid suspension

con una micropipeta con una punta de 1.000 pl (P1000). Las células ovales asi
obtenidas fueron subcultivadas, se adhirieron correctamente al sustgata (Ril.7a)

y al cabo de 4 dias formaron pequefias colonias (Figura R.1.7b), pero en ningun caso

estos cultivos sobrevivieron mas alla de este periodo.

Resultados Pagina 68



Resultados

Figura R.1.7. Células ovales (OC2 (+) subcultivadas sobre coldgeno |
recubrimiento de la superficie con colageno IV permite la adheren@4 feras), y la|
formacion de colonias de células ovales (b, 4 dias en cultivo). Aumento 400X.

Cabe destacar que en los cultivos de las células totalesasaiofrar se encontraron
escasas células positivas para los marcadores OC2 (no mostra@&x} {Figura
R.18). En este caso el agregado de HGF al medio de cultivo no tuverabrefecto
sobre las células ovales, ya que no se observaron células “tipo oval” alrededor, a

diferencia de los cultivos de la fraccion hepatica.

®<—

p<—

Figura R.18. Células totales sin fraccionar. No se observan células “tipo ovales”
alrededor de células OC3 (+) (flechas) cultivadas durante 4 dias encpaeate HGF.
Aumento 400x.
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2. Aislamiento y caracterizacidon de células troncales de higadie raton

Los resultados descriptos en el capitulo anterior mostiaréerctibilidad de aislar e
identificar LSPC en condiciones fisiologicas a partir de higado®$eyatle enriquecer
en LSPC un cultivo de células hepaticas. Por otro lado estos expesnters
permitieron demostrar que los anticuerpos OC2 y OC3 son muy Uutiles gara |
identificacion de células ovales. Sin embargo, y debido a que ediogsegoos no se
encuentran disponibles comercialmente, su uso impone limitacionessairatie
tecnolégico planteado. Debido a ello, se decidié cambiar de sistema experipoenin
modelo de raton, para el cual existe una mayor cantidad de anticuerpos @eserci
disponibles. Ademas pensamos que este sistema presenta mejoradiyesspéuturo,
debido a la posibilidad de generar o adquirir animales transgénicos parsaslive
patologias que permitan estudiar las posibles aplicaciones decélslas en terapias
regenerativas. Mas aun, la experiencia adquirida con ratas nos pemmiidlo evaluar

la factibilidad, sino también ajustar las condiciones de cultiiémmnos de soportes y
medios nuttivos apropiados para la expansion de esta poblacién celular.

Debido a que durante el desarrollo embrionario el higado actia como 6rgano
hemopoyétio, decidimos caracterizar en nuestro modelo la extensién tempotal de
hemopoyesis en el higado durante el desarrollo embrionario. Para elislasena
células totales de higados de fetos de raton de distintos tiempossteidye
incluyendo embriones de edades comprendidas entre 12,5 dpc y 19,5lelpatones
de 1 dia de vida. Las células aisladas se cultivaron en agadbeémdurante 10 dias.
Mediante la observacion microscoépi de los cultivos, se identificaron
morfolégicamente y se cuantificaron las colonias eritroides (BFU-gur@ R.2.1a),
granulociticas-macrofagicdslFC-GM) (Figura R.2.1b) y megacariociticdsFC-ME)

(no mostradas). Este estudio nos permitié observar, en concordancia comito gesc
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otros autores, que durante la fase hepética de la hemopoyesis el nuncéfolate
formadoras de colonias aumentan desde 12,5 dpc llegando a un maximo hacia,17,5 dpc
donde comienza descender hacia los primeros dias luego del nacimiento.
Cronolégicamente, se observa primero un predominio de las célulasajeldritroide

y, luego, a partir de 15,5 dpc el predominio es de las células granuacitica

macrofégicas. Las células del linaje megacariocitico aparecéd,® dpc y su niumero

se mantiene practicamente constante hacia el nacimiento (Figura R.2.2

Figura R.2.1. Colonias de células progenitoras hemopoyéticas obtenidas luegg
dias de cultivo en agar semisélido. a) Unidades formadoras de brotesesi{BiFU-
E). b) Unidades formadoras de colonias granulociticas-macrofagicas-GUA.
Aumentoa) 200x v b) 400x.
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l I I IlNIegacariociticas

Granulociticas-Macrofégicas

Eritroides

Figura R.2.2. Evolucion de la hematopoyesis en el higado fetal de radfamesntaje
de Unidades Formadoras de Colonias (UFCs) pertenecientes a cada linajeézaxon,
al namero mayor de colonias totales (189 colonias en 14,5 dpc).

Para el aislamiento y caracterizacion de las LSPC de ratdmeaizaron 23
procedimientos de laboratorio individuales a partir de 27 hembras prefeatlds dpc,

de las que se extrajeron en promedio 8,4 fetos por hembra (rango 4-20, moda 9). El
higado de fetos de 14,5 dpc tiene un tamafio aproximado de 3 x 4 mm y son facilmente
identificables bajo lupa ya que es el érgano de mayor tamafio bdaghan del feto.

En general para cada aislamiento se utiliz6 una hembra prefiada, pesocasds en

gue el numero de fetos fue menor a 6, se utilizaron 2 hembras. Para li@rigdss
tratamientos posteriores el material extirpado de todos los fatosgrupadoy
procesado conjuntamente. A partir de cada higado fetal se obtuvieron en prb@2dio

10’ células (rango 1,23 $01,07 10). La integridad de la membrana plasmatica, fue
utilizada como indicador de la viabilidad de las células aislaGan el método de
exclusién de azul tripan estimamos que practicamente el 100%s d=élldas eran
viables luego del proceso de aislamiento.

Con el objeto de caracterizar la poblacidén de células aisladas de higaddie i@ton de

14,5 dpc, se realiz6 la identificacion mediante inmunofluorescencia con gmigue
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contralas proteina AFP, E-cadherina, Thy-1 y CK19. Aproximadamente el 60% de las
células aisladas expresaron AFP (Figura R.2.3), mientras quel 86todel total de las
células aisladafueron E-cadherina (+) (Figura R.2.4). Por otro lado, tanto las células
CK19 (+) como las células Thy-1 (+) representan una pequefia proporciorcdkllas
totales del higado fetal de 14,5 dpc, la cual no pudo ser cuantificada dehidoea

ambos casos, las células positivas, se encontraron siempre formandsiogequ

acumulos de 3 al0 células (FigurR2.5y R.2.6.

Figura R.2.3. Las células aisladas del higado de raton de 14,5 dpc expré&sa

Aumento 100x.

Figura R.2.4. Las células aisladas del higado de ratén de 14,5 dpc expresan E-cg
Aumento 400x.
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Figura R.2.5. Las células aisladas del higado de ratén de 14,5 dpc expreshn
Aumento 400x.

Q‘.

Figura R.2.6. Las células aisladas del higado de raton de 14,5 dpc expkka

Aumento 400x.

Figura R.2.7. Agregado de células EpCAM (+). La suspension de células obtenidg
de la digestién enzimatica contiene algunos agregados de célulaMBEpLAAumento
400x.

Adicionalmente se realiz6 inmunofluorescencia con un anticuerpo contra EpG&M y
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determind que aproximadamente el 12-15% de la poblacion de células nutdésdas

expresaban esta proteina en su superficie (Figura R.2.7).

Para corroborar estos datos se realizé un analisis mediante citateditip sobre las
células totales utilizando anticuerpos contra EpCAM, E-cadherina y. (345 andlisis
confirmé efectivamente que en el higado fetal de 14,5dpc, un 16,92% deilas sén
EpCAM (+) y que un 5,47% de las células son positivas para E-cadhedieia8, se
determind que un 17,40% de las células son positivas para CD45 (Figura B2.8
conjunto, las células marcadas corresponden al 39,79% del total de las células.aisla
En el diagrama de Venn de la Figura R.2.8 se observa en det@itrilaucion de las
subpoblaciones identificadas: EpCAM (+)/(-); E-cadherina (#)/ED45 (+)/(-). Estos
resultados ponen de manifiesto que del total de las células que exgresarcador
pan-linfocitario CD45, aproximadamente un 12% expresancgexpresan) las

moléculas caracteristicas de células epiteliales EpCAM y E-cadheri

EpCAM

(16,92)
4,42

0,07 815, 5,23

E-Cadherina [ %* CD-45

(5,47) (17,40)

Figura R.2.8. Sub-poblaciones celulares en el higado fetal de raton de 14E5 dipq
figura se muestran los valores correspondientes al promedio de los dat@s
experimentos independientes.
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Simultaneamente, y como control, se analizé por citometridufte |& linea celular
MLP29 que se considera derivada de progenitores hepaticos d&7afdta linea
celular presenta una robusta coexpresion de EpCAM y E-Cadherina en |laandaytari
células, aunque también se detectdé una pequefia subpoblacién de céUag+CD
(TablaR.21, Figura R.2.2 Aunque con diferencias en el porcentaje de células que
expresan estos marcadores respecto de las células primariaadiefbigl, es digno de

notar la similitud en el perfil de proteinas de superficie de ambos tipos celulares.

E-Cadherina (+) 95,83

EpCAM (+) 95,63

CD45 (+) 1,88

EpCAM (+)/E-cadherina (+) 93,53
EpCAM (+)/E-cadherina (+)/CDA45 (+) 1,71

TablaR.21. La linea celular MLP-29 co-expresa E-Cadherina y EpCAM. Detallas
sub-poblaciones graficadas en la figura 4.3.

Figura R.2.9. La linea celular MLP-29 co-expresa EpCAM y E-Cadherina. BoEpl
Cadherina-FITC vs. EpCAM-APC.
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3. Aislamiento y caracterizacion de células troncales EpCAM (+)
Dada la efectividad de la proteina EpCAM para la identificacion de llaaséoncales
hepéaticas en humand¥’, se utiliz6 esta proteina como diana para el aislamiento y
purificacion de este tipo celular mediante la separacién fisicaantouerpos anti-
EpCAM acoplados a perlas magnéticas utilizando el sistema MACSloD&3
experimentos que realizames diez de ellos se aislaron células EpCAM (+) a partir de
la suspension de células obtenida de los higados fetales de 14,5 dpctemmologia
MACS. Del total de células colocadas en cada columna de separaciontinzageé
recupero el 10% (SD 0,19) y la cantidad de células obtenidas en la fracciOMEpLTA
promedié el 4,90% (SD 0,02), correspondiendo el resto a células EpCAM (-).
Las células EpCAM (+) purificadas usando perlas magnéticas se ecaecin
mediante inmunofluorescencia con anticuerpos contra proteinas asocadddicaje
mesenquimal/hemopoyético, como asi también contra proteinas que exmigsan s
células de linajes epiteliales hepéaticos clasicos. Entgrilaeras se ensayo THyy se
encontré que las células EpCAM (ep-expresan esta proteina (FiguRa3.1a). La
reaccion de inmunofluorescencia con anticuerpos contra CK19, que indica la
potencialidad de diferenciarse en células del canaliculo hjiliemn anticuerpos contra
las proteinas AFP y E-Cadherina especificas de hepatocitos tamhién fasitivos
(FiguraR.31b, c y d. Este andlisis demostrd que las células EpCAM (+) aisledas
expresan cuatro de los marcadores especificos de células troncalésatepa
demuestra que el antigeno de superficie EpCAM es apropiado y de gram ydida

aislar y purificar células troncales hepaticas de ratdn a partir de higado fetal.

Resultados Pagina 77



Resultados

Figura R.31. Las células EpCAM (+ro-expresan genes compartidos con ling
hematopoyéticos mesenquimales y distintos linajes hepaticos: a); TH)yCK19; c)
AFP; d) E-Cadherina. Aumento 200x.

Expresion de genes asociados al cardwpato-especificos en células troncales

Se determind, mediante PCR en tiempo real semi-cuantitativayedl de expresion
relativa del gen EpCAM en las células recién aisladas ($taken las subpoblaciones
EpCAM (+) y EpCAM (-). Este andlisis revel6 que el nivel d&RN del gen EpCAM
es notablemente superior en las células de la subpoblacion EpCANué+en las
células de la subpoblacion EpCAM (-) (FiglRa32 columnas 3 y 4). Por otro lado,
sabiendo que la misma proteina EpCAM (que utilizamos como ancla phralas
células) puede actuar como transductor de sefiales y modular la expresi@edefue
necesario un control adicional. Para esto se incubd la suspensidulds w#ales con

el anticuerpo anti-EpCAM (siguiendo el protocolo de marcacion que utilizamos para
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aislar las células mediante MACS), se extrajo el ARN y postegiatense midi6 el
nivel de expresion de EpCAM. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las células totales incubadas o no contieberpo (Figura R.3.2
columnas 1y 2). Este experimento mostré que la union del anticuerpo anti-Ep&AM
modula la expresién de EpCAM en la suspension de células totales gempos y
bajos las condiciones que lo utilizamos como ancla para el aistante las células
EpCAM (+).

Con el objeto de estimar el grado de diferencia de expresién del gen distitetas
poblaciones celulares, los datos se expresaron en forma relativayeh ddAPDH vy se
compararon estadisticamente mediante el test ANOVA de uor fgrist-hoc Tukey
(p< 0,00E significativo). El andlisis estadistico revel6 que la expresitativa de
EpCAM en la suspension de células EpCAM (+) es 33% superior a ks d=lulas
EpCAM (-) (p< 0,0001). Como control se compard el nivel de expresion en largrime
fraccion con la de las células MLP29, derivada de progenitores loepatc
interesantemente ambos tipos celulares exhibieron un elevado nivehstipcion del
gen EpCAM. Més aun el test estadistico revel6 que no existaerdifas significativas
(p> 0,1) en la expresion relativa de EpCAlkre la subpoblacion EpCAM (+) y la linea

celular MLP29 (Figur&.32 columnas 4y 5).
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Figura R.32. Expresion relativa de EpCAM en células hepéticas de 14,5dp
expresion es relativa a GAPDH. Test estadistico de ANOVAIrdéactor; post-hog
Tukey ** p< 0,001; ns: no significativo.
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FiguraR.3.3.Expresion relativa de AFP en células hepaticas de 14,5dpc. La exp
es relativa a GAPDH. Test estadistico de ANOVA de un factot:hmms Tukey ** p<
0.001.

Adicionalmente se determiné el estado transcripcional de los genes que codifican AFP
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FiguraR.3.4. Expresion relativa de CK19 en células hepaticas de 14,5dpc. Nétese
nivel de expresion en la linea celular MLP29 esta graficado en una escala diferen
expresion es relativa a GAPDH. Test estadistico t de Student ** p< 0,001.

CK19 mediante RT-PCR. En la Figura4sg observa quas células EpCAM (+)
expresaon dos veceanas cantidad de mARN de AFP que las células ENIC(-)
(p<0,001), mientras que la linea celular MLP29 presenté una expresion
significativamente inferior de este gen respecto de las célulasN f&A FiguraR.33
columna 3). Por el contrario, la expresion relativa de CK19 en célula Ml
aproximadamente 1000 veces superior a la expresion de la subpoblacion EpCAM (+)
(FiguraR.34 columnas 2 y 3). Sin embargo la comparacion del estado transcripcional
de este gen entre células EpCAM (+) con aquellas presentedraccian EpCAM (3
demostr6 que en las primeras el nivel fue 33 veces superior al deglada

subpoblacién (Figur®.34 columnas 1y 2).
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Expresion de genes asociados con el caracter troncal

Recientemente se ha demostrado que las proteinas codificadas gemde<Claudina3
(Cldn3) y DIk-1, estan asociados al caracter troncal en células epgeliale
hemopoyéticas®%*** Por lo tanto y con el objetivo de conocer el perfil de expresion
de estos genes en la poblacion EpCAM (+), se realiz6 la semtifmacion mediante
RT-PCR. Adicionalmente se midié el nivel de expresion del gen qddica para
CD133, un marcador ampliamente utilizado para identificar célulasatemnde origen

mesenquimal, principalmente hemopoyétitay neurales®.

CD133

1,2 -

0.8 1

0,6 1

ns

EpCAM - EpCAM + MLP 29

FiguraR.35.Expresion relativa de CD133 en células hepéaticas de 14,5dpc. La exy
es relativa a GAPDH. Test estadistico t de Student; ns: no significativo.

Este estudio revel6 que existe actividad transcripcional delGj2133 tanto en las
subpoblaciones EpCAM (+) y EpCAM (-), como en la linea celular MLPZ9
embargo, el nivel de expresion relativa en las células primariasifumo, cerca del

limite de deteccion del sistema (Figura R.3.5), mientras quesarglialas MLP29 fue
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significativamente superior. Los valores obtenidos para las dos subpobkdie

células primarias no fueron significativamente diferentes.

Cldn3

* & % %

I Y R B

4,8 -

3.6 1

24 A

1,2 4

0 - T
EpCAM - EpCAM + MLP29

FiguraR.3.6.Expresion relativa de Cldn3 en células hepaticas de 14,5dpc. La expn
es relativa a GAPDH. Test estadistico de ANOVA de un factor; post-hoc Tukey **
0.001.

Dlk-1
24 -
%
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1,2 -
08
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EpCAM - EpCAM +

FiguraR.3.7. Expresion relativa de DIk-1 en células hepaticas de 14,5dpc. La expn
es relativa a GAPDH. Test estadistico t de Student * p< 0,05.
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La expresion relativa de ARNm de CldeBlas células de la subpoblacién EpCAM (+)

fue 117 veces superior a la de la subpoblacién EpCAM (-) y 7 vecesoswglarivel de
expresion de la linea celular MLP29 (Figira86). Por otro lado, la expresion relativa

de DIk-1 fue 5 veces superior en la subpoblacion EpCAMy(e en la subpoblacién
EpCAM (-) (FiguraR.37). El nivel de expresion de este gen en la linea celular MLP29
fue indetectable por esta técnicaslniveles de expresion de Cldng DIk-1 en la

células de la subpoblacién EpCAM (+) far significativamente diferentes tanto a las
células EpCAM (-) como asi también a las células MLP29, probabtemesto
obedezca a diferencias funcionales que estarian relacionadas con el grado o compromiso

gue tienen los productos de estos genes enrgemmiento del caracter troncal.

Expresion in situ de genes asociados al caracter hepético en céntasds

La tecnologia RT-PCR da una medida del estado transcripcional de unaigmoblac
celular, es decir es un promedio en el que se incluyen célulasmrelasgen ensayado
puede estar inactivo. Con el objeto de estudiar el perfil de transcripoi@®lulas
individuales y de esta manera obtener informacion acerca del graddicipaEon de

las proteinas ela mantencion del caracter troncal, realizamos ARN-FISH con sondas
especificas para AFP y DIk-1 en preparaciones de las células aisladagl EpCA

Las hibridaciones realizadas con sondas para los transcriptos de AFRralemagie

el 18,87 % de células EpCAM (+) exhibian sefiales ARN-FISH; mientradague
realizadas con sondas para Dlk-1 mostraron que solo el 5,66 % a#ulas EpCAM

(+) expresan DIk-1. Adicionalmente el estudio revelé que la expre@ddlk-1 en
células EpCAM (+)es siempre monoalélica; mientras que en el caso de W&FP
expresion monoalélica correspondio al 60% de las células EpCAM (+)/ ARFigtra

R.38).
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Figura R.38. ARN-FISH en la sub-poblacién EpCAM (+). Las microfotograt
ilustran cOmo se observa una célula con una expresiéon monoalélica de DIk-1 (der
una expresion bialélica dé-P (izquierda).
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4. Organizacion del genoma

Mediante ADN-FISH con sondas para las secuencias repetitivas correspesdl
ADN satélite mayor y al ADN satélite menor localizadaseerebion pericentromeérica

de los cromosomas de raton y microscopia confocal se eluaiganizacion espacial

de la cromatina de la subpoblacion EpCAM (+) y se la comparo con léasdepCAM

(-). Se observo que en las células EpCAM (-) tanto el ADN satékigor como el
ADN satélite menor, presentan una distribucion diferente al de ldas&pCAM (+).
Mientras en las primerad ADN satélite, y en consecuencia los centrdmeros, presentan
una agregacionmas pronunciada formando los clasicos dominios Ilamados
cromocentros, mayormente ubicados en un plano paralelo al sustrato, cétulas
EpCAM (+) la distribucibn esmas homogénea en todo el nucleo y con menor

agregacion de cromocentros (FigiRa 1).

Satélite Mayor\ Satélite Menor

| T

e - G:Ijj/ o

L8

Satelite Mayor/

Figura R.4.1. Distribucion espacial de secuencias repetitivas perioénitras. Célulg
EpCAM (+) presentan una distribucion mas homogénea de los big
heterocromaticos, probablemente debido a un estado transcripcional mas activo.
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Adicionalmente se realizaron experimentos de inmunofluorescencia para Hitdona
acetilada en lisinas 14 y 23 (FiguR.42) e histona H3 metilada en lisina 9 (Figura
R.43), ambas modificaciones asociadas con el estado activontesile la cromatina
respectivamenteEl andlisis demostrdé que efectivamente un elevado nivel tenais
H3Ac14-23 en las células precurasi(Figura R.42) y que la marca asociada con
silenciamiento estaba preferentemente circunscripta a las redjieterocroraticas del

genoma, es decir en los cromocentros (Figuds3).

Figura R.4.3 Metilacién de lisina 9 de histona H3. La modificaciortimiada con e
silenciamiento génico localiza preferentemente en los bloques dretediicas
(coincidencia entre la coloracién DAPI 'y H3-metK9).

Figura R.4.2. Acetilacidon de lisinas 14 y 23 de la histona H3. éatas EpCAM (+)
presentan un patron de tincion difuso preferentemente asociado a zZwoasatioasy
ausente en regiones heterocromaticas como pueden observarse en el pahel
correspondiente al mismo campo tefiido con DAPI.
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5. Purificacion y cultivo de células troncales EpCAM (+)
Como se mencion6 anteriormente, se realizaron un total de diez expesindento
aislamientos de células EpCAM (+) a partir de la suspension descéhtinida de los
higados fetales de 14,5 dpc. Las células EpCAM (+) purificadas usando perlas
magnéticas se cultivaron bajo diferentes condiciones que favorecgaaliferaciony
gue al mismo tiempo mantenian su estado indiferenciado. En primeséugélizé un
medio de cultivo E-de Williams suplementado, disefiado especialnpnte el
crecimiento in vitro de hepatocitos (ver materiales y métodosgskas condiciones las
células EpCAM (+) no fueron capaces de proliferar en cultivo. En segundodésai
emplearon medios condicionados de hepatocitos fetales y de adultos, ¢damobén
co-cultivo de las células EpCAM (+) con explantos de higado fetal dedpé,y con
hepatocitos fetales, en este Ultimo caso mediante el uso de irdertodtivo. Estas
estrategias permitieron, en el mejor de los casos, mantener viadeséulas EpCAM
(+) por solo 24hs. Dado estos resultados, se decidié utilizar el mediotite BIRMI
suplementado y facilitar el anclaje de las células al gastnaediante cultivo
tridimensional tanto en gel de fibrina como en esferas de algoaoresliaron
infructuoso para el establecimiento de cultivos in vitro de ladagEpCAM (+). la
cobertura de la superficie de cultivo con colageno tigopermiti6 aumentar la
adherencia de las células al sustrato y mantenerlas viablkzaridp este método se
observé que este tipo celular crece in vitro formando colonias compactaguties
pequefias con morfologia epitelial (Figura R.6.1). Ademas se determindntaeelia
recuento celular periddico, que en nuestras manos al igual queasodale las LSPC
de ratas, la capacidad proliferativa de las células EpCAM sgigdais es limitada; solo

se pudieron mantener en cultivo por un periodo no mayor 10 dias.

Resultados Pagina 88



Resultados

FiguraR.5.1.Colonia de células EpCAM (+) cultivadas durante 72hs. Aumento 200
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6. Trasplante de células EpCAM (+)

Con el objetivo de evaluar la capacidad de las células de la subpoblacion EpCAM (+) de
anidar en el higado de ratones sanos se realizaron trasplantespi@bhiaes de células
EpCAM (+) marcadas con CFSE como trazador (Figura R.6.1). Se inye@4d@n

células y se mantuvo a los animales bajo estricta vigdai®dlo se produjo la muerte

FiguraR.6.1 Trasplante de células EpCAM (+). a) Las células fueron marcadas cg
CFSE antes del trasplante. Aumento 400x.

en uno de los ratones trasplantados, dentro de las 24hs luego del trasplante, debido a una
hemorragia interna producida probablemente por una manipulacion incorrebtealel
durante la inyeccion de células. A excepcidn de este caso, los regomesontraban en
Optimas condiciones de vitalidad al momento del sacrificio y no podian se
diferenciados en su comportamiento de los ratones control. La observaccia dee

los cortes histologicos bajo el microscopio de fluorescencia revel6 quel@dgbsdel
trasplante, las células EpCAM (+) marcadas con CFSE habian anidetibaao. Las

células marcadas con CFSE adquirieron una disposicion caracteristieadoranill®
alrededor de la pulpa blanca del tejido esplénico (Figura R.6.2). Sin embarge

detectaron células marcadas con CFSE en el higado después de 2#iasaste. El
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examen de la preparaciones histoldgicas realizadas con 6rganos desmriraidos
48hs después del trasplante intraesplénico, revel6 que las célutaslasaanidaron en

el parénquima hepaticanas precisamente alrededor de los vasos hepaticos (Figura

R.63).

Figura R.6.2 Trasplante de células EpCAM (+). 24hs luego del trasplants

identificaron células marcadas en el bazo formando anillos alrededopulpdablanca.
Aumento 200x.

Adicionalmente se realizaron preparaciones histolégicas con los pulmonks de
ratones trasplantados con el objetivo de identificar células marcada3FSE en este
tejido. Se analizaron preparaciones histologicas obtenidas a pafirptienones 3
provenientes de 24hs post-trasplante y 3 de 48hs post-trasplane)ingin caso se

detectaron células marcadas en este tejido (figuras no mostradas).
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FiguraR.6.3 Células EpCAM (+) en el parénquima hepatico, 48Hs luego del trasp
El mismo campo fue observado mediante fluorescencia (izquierda) y campo claro
hematoxilina como contracoloracion. Aumento 200x.
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Células troncales hepéticas de ratas

El objetivo de este trabajo fue aislar y caracterizar una pobldei@g€lulas troncales
tejido especificas. Utilizando técnicas de biologia celulaoleaular se pudo develar
algunas de las caracteristicas estructurales sobre las que esulbgaccapacidades
funcionales de las células troncales.

El modelo elegido para estudiar las células troncales tejido-espsdiiie el higado, un
organo responsable de una variedad de funciones bioguimicas que permiten fantener
homeostasis del organismo. Su ubicacion, interpuesto entre el aparativaliges
resto del cuerpo, y su afluencia de sangre hacen que el higado recibanwaigdad

de endobidticos y xenobidticos, que incluyen desde nutrientes hasta toxites. Es
posicion como una suerte de barrera que media entre lo que ingresa ahoogaoi el

tubo digestivo y el aparato circulatorio fue, tal vez, lo que hizo ghiyatio desarrolle
evolutivamente una notable capacidad regenerativa. Las LSPC scasdpgarticipar

en los procesos de regeneracion del higado, que siguen a un dafio hepétmo sev
durante toda la vida del individuo. Por tal motivo, el conocimiento dedtagba es
sumamente importante, y podria tener derivaciones de gran utilidad enpal da la
ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa.

Para poder caracterizar a las LSPC fue necesario desarrollar un protaeolsupa
aislamiento. En la bibliografia existen numerosas publicaciones eudéase describen
métodos para el aislamiento de células ovales (derivadas de P&3) lifego de la
induccion de dafio hepatico masivo, ya sea por hepatectomias passtaleslas, y/o

por el uso de toxicos que inhiben la proliferacion de los hepatocitos madunssra

697,198

tiempo que se genera un dafio hepatfé (Figura 1.5). Debido a que nuestro
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objetivo se centr6 en aislar y caracterizar LSPC en su estado fisioldgtural,
decidimos no utilizar los protocolos antes mencionados porque consideramias que
induccion de un dafio hepético severo y sostenido en el tiempo desancaddios
sustanciales en las LSP®. En primer lugar, se utilizé un modelo de fetos de ratas,
asumiendo (luego corroborado por otros autéfsque las LSPC representarian una
mayor proporcion de las células totales en el higado fetal y porttoga aumentaria la
eficiencia del procedimiento de aislamiento. Las células tronbale®poyéticas y las
LSPC, tienen una notable capacidad proliferativa dada su condicién ludas cé
troncales, compartiendo ademas algunos marcadores de mertifir&w lo tanto, y
considerando que el higado fetal es un érgano hemopoyético en las prizeaasde
su ontogenia>% se vuelve imprescindible separar ambas poblaciones. La primera
estrategia fue determinar la extension temporal de la etapa hejgtearemopoyesis
en embriones de ratones. Con los resultados de estos experimentos (Figira IBS2.
de otros investigadoréd’, pudimos determinar que entre 18 y 20 dias de gestacion la
poblacion de células hemopoyétiaasel higado comienzadecrecer, y se produce un
aumento en la proporcion de células hepaticas.
Por otra parte, la purificacion por centrifugacion en un gradiente discontinuocdd,Pe
utilizada para separar células segun sus diferentes densidades]tivelen un medio
especialmente formulado para el mantenimiento de células hepatics permitio
obtener células hepaticas libres de progenitoras hemopoyeéticas (Figura R.1.2b).
Con el protocolo que aplicamos obtuvimos dos fracciones disjuntas para taslores
utilizados, que denominamos:

a) Fraccion hemopoyética (FHM) que contenia células Hem (+)

b) Fraccion hepatica (FHP) que contenia células Hep (+) sin células Hem (+).
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Se obtuvieron células positivas para los marcadores de células OGey OC3, tanto

en la suspension de células totales como también en la FHP, euthaslas durante
cuatro dias. Es interesante destacar que en la FHP cultivada gnsésta fraccion se
observo el desartio de otro tipo celular, las llamadas células “tipo oval”, ubicadas
alrededor de las células ovales, formando colonias, pero de menor tamafio y ¢
morfologia similar a ellas. A pesar de ser muy semejantes @vddess, estas células
“tipo oval” no expresaban los marcadores OC2 y OC3. Las células “tipo oval” aisladas
pertenecerian al compartimiento de las células ovales y csegne se trata de células
gue aun no han alcanzado el estadio en el cual expresan estosomarcad
Alternativamente, estas células estarian en un estadio dendiéeion mas avanzado
en el que ya no expresan estos marcadores. Hixson y colaboradores, estudiando la
organogeénesis hepatica, relacionaron la aparicion del marcador OC2 irornivon
fenotipo migratorio de células troncales hepaticas tempranas, arlesjuiricion de

los ductos biliares. Estos autores observaron que estas células pentbacaelor antes

de tomar contacto con el mesénquima portal, hecho que las compeoowigertirse

en células ductales biliaré®. Esto explicaria la activacién/desactivaciéon del marcador
OC2 en células con fenotipos de transicion in vivo. La aparicion indérelulas OC2

(-) formando colonias rodeando a las células OC2 (+) y que derivariarasiel@ante

el cultivo, se explicaria similarmente por cambios fenotipicos caswitado de las
condiciones de cultivo, particularmente por el uso de HGF como supledemtedio

de cultivo™®.

El aumento diferencial en el numero de células “tipo oval” hallado durante el periodo de
cultivo ensayado (4 dias) en presencia de HGF, estaria indicando un efecto
estimulatorio de dicho factor de crecimiento. El HGF fue descubieresteios de

regeneracion hepatica, a través de su participacibn en numerasdsosade
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sefalizacion, favoreciendo la activacion de las células trondaesaticas y la
proliferaciéon de las células ovales. En condiciones patologicas su nt@ico@n
plasmatica se incrementa de 15 a 25 vé¥edambién en pacientes en falla hepética
fulminante, los niveles sanguineos de HGF estan incrementados, indioando
importante papel de este factor de crecimiento en la regenehapética. Es decir, la
utilizacion de HGF en el cultivo in vitro podria asemejar alro@imbiente que se
genera en el higado con posterioridad a un dafiaque estas células “tipo oval”
pudieron ser amplificadas significativamente durante el cultivo en presencia datiGF,
pudieron ser propagadas cuando las colonias fueron separadas del medio atebiente
siembra original, en el que muy probablemente coexistian varias pobtacelnkares.
Esto indicaria que tanto las células ovaklgyras 1.3; 1.5; 1.6kzomo las “tipo oval”
requieren la presencia de sefales paracrinas provenientes de la pabiatagsiendo
éste un factor critico para la supervivencia ceffffaEsto sustenta el concepto de nicho
como compartimiento heterogéneo de poblaciones celulares que acEsed®rio y

sostén ddas células troncaléd?® se volvera sobre este tema mas adelante.

Células troncales hepaticas de raton

Los experimentos preliminares con embriones de rata fueron fundamentales com
ensayo de factibilidad para obtener LSPC sin generar dafio heptiesaAde esto, el
modelo de rata para obtener LSPC presentaba limitaciones imparizortejemplo los
anticuerpos anti-OC2 y -OC3 no estan disponibles comercialmente. fEstas
desarrollados por Hixson y colaboradof% quienes gentiimente nos cedieron una
alicuota para nuestras investigaciones. Sin embargo, la cantidadicleerpos con la

gue contdbamos no nos permitia desarrollar todos los experimentos planificados.

Ademas, en el mercado no se encontraban otros anticuerpos comercaidsrgdicar
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LSPC. Tanto OV6, OV1 como A6 son, al igual que OC2 y OC3, anticuerpos generados
por laboratorios de investigacion. Ante la imposibilidad técniceopi@uica de generar
nuestros propios anticuerpos para rata, decidimos volcar la experietaiaalzon el
modelo en rata a un modelo de ratén. Al mismo tiempo, a finales de 2006, hgitam un
avance en el campo de las células troncales hepéticas, que ektommaedo corla
identificacion de EpCAM como marcador de LSPC en hum&Ho&n ese momento,
existian comercialmente anticuerpos anti-EpCAM de ratones y toddsdasrollos en
este campo indicaban que este modelo animal seria el masdalpaua avanzar en el
estudio de las LSPC. La incorporacion de anticuerpos comerciales nos permit@sade
la utilizacion del sistema MACS para el aislamiento de células.

Para el protocolo de aislamiento a partir de higados de ratonesndsgizatos de 14,5
dpc que corresponde al tiempo medio del desarrollo del higado durante la gé$tacion
El sistema de aislamiento de las LSPC fue el dispositivo MAGS permite un
aislamiento mucho mas especifico debido a que se basa erristiaas bioldgicas de
las células (expresion de EpCAM) y no en caracteristicas fisicas (densidad).

La expresion de AFP es caracteristica de las células hegétamlas, encontrandose en
aproximadamente el 60% de las células aisladas de higadodetatiod de 14,5 dpc
(Figura R.2.3). Por otro lado, y como se muestra en la FR®3, las células aisladas
mediante MACS y anticuerpos anti-EpCAM expresaron dos veces madadade
MARN de AFP que las células EpCAM (-). Originalmente los tralzajosesta proteina
estuvieron orientados a elucidar la relacion entre su expresion gatak del HCC
107108 g pien es cierto que hoy en dia AFP es uno de los marcadores nmetemaa
utilizados para la deteccién temprana del carcinoma hepatoc&|udsraiin muy poco
lo que se conoce sobre su funcion biolégica, en particular durante etoliesa

embrionario’®® Se sabe que AFP es una proteina inmunosupresora que protege al feto
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de la reaccién inmune de la mad?®, participando en el proceso de inmunotolerancia
durante el periodo embrionario, y también que mediante una union a estrogésioeprev

la masculinizacién de cerebro femenino en desaffdif8° El papel de AFP en el
transporte de acidos grasos vitales hacia las neuronas fetaleseezbed en desarrollo

es quizas una de las funciones mejor estudiadas. Debido a que los éxstessgn
necesarios para la mielinizacién, AFP fue propuesta como eseneiaga procest.

Uriel y colaboradores propusieron que la union y el transporte de &cidos grasos
poliinsaturados por AFP podria explicar la presencia de esta proteinanfet sistema
nervioso en desarrolld®’. En efecto, AFP humana es capaz de facilitar y regular la
entrada de &cidos grasos, en especial acido docosahexaenoico (DHAJloy Aci
araquidénico (AA), dentro de las células en pleno crecimiento y diferefrcidéii*2

Se observd que la AFP humana une entre el 16 y el 42% del DHA presepte
contenido total de &cidos grasos, mientras que la ALB fetal sélel disé****%% En
hepatocitos fetales de ratas se ha observado que AFP in vitro alanentaversion
intracelular de acidos grasos saturados a insatufatfd§ Como ya se ha mencionado,

la expresion de AFP caracteriza a la subpoblacién de hepatoblastrgerydd en
cuenta que durante el desarrollo hepatico la produccion y liberacion ahtdorre
sanguineo de AFP es manifiesta, se podria interpretar que AFP pajoiarnel
transporte y la recaptacion de acidos grasos indispensables duranterrelloleda
higado.

Estudios sobre la espermatogénesis en un modelo de criptorquidia inducido
experimentalmente (EC) permitieron descubrir que el nivel de expresion He AF
aumenta en los testiculos de los ratones adultos tretddmsentras que, por otro lado,

la proteina bloquea la espermatogénesis en ratones normales, cuando es inyectada en los

tubos seminiferos. Interesantemente, cuando animales de este modelo murino EC fueron
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sometidos a una hepatectomia parcial (reseccién de menos del 30% del volumen total de
higado), se demostr6 que el proceso de regeneracion hepatica sufreaaita dil
respecto de los ratones control. Yazama F y Tai A, los autoresadaregstigaciones,
concluyen que AFP regula la regeneracion hepética a través de decidrhide la
proliferacién de hepatocisd*’. Segun Lola Reid y colaboradores la expresién de AFP
en células hepéticas fetales humanas divide la clasificdeidas LSPC entre células
troncales hepaticas propiamente dichas y hepatoblastos, es decis pébdenitoras
hepaticas que provienen de la diferenciacién de las anteritr¢Bigura 1.7). Sin
embargo, de acuerdo a nuestro disefio experimental, ambas subpoblacanepae
por su capacidad de expresar EpCAM. Por otra parte, Thorgeirsson y colaboradores
demostraron que la administracion de AAF combinada con una hepategtonid (el
modelo clasico de induccion de la proliferacion de células ovalespama severa
perturbacion en la expresion de AFP en el higado de ratas adultasyésujteeen una
hipoalbuminemia y una acumulacién de fluido en las cavidades corptfalEs este
caso el papel de las LSPC (células ovales segun estos autoies$y peoduccion de
AFP para regular el equilibrio osmotico de la sangre durante la regénenapatica

110-

En resumen, podemos decir que la expresion de AFP durante el desapatioohe
estaria relacionada con su funcion en el transporte de acidos grasetadelto seria

la de mantener el equilibrio osmotico de la sangre y conferir ESBE, a traves de la
inhibicion de la proliferacién de los hepatocitos, una ventaja adaptatagphblar el
higado luego de un dafio reiterado o grave. Asimismo, a pesar de que se Hadgostu
varias funciones para AFP, la parte mas fascinante del problema de mxisjeaina
proteina del suero que esta asociada especificamente a la Vidaoketarvada entre

tantas especies, aun queda por ser resuelto. El ejemplo de AR® @siestra cabal de
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gue los llamados marcadores que son utilizados para identificar castogos tipos
celulares son, mas all4 de simples etiquetas que portan laascétbléculas
indispensables para el desarrollo o mantenimiento de las caticasrpropias de cada

tipo celular que han sido talladas a medida por millones de afios de evolucion.

Pluripotencialidad T Proliferacion

__(c-myc, OCT-4, NANOG, SOX2, KLF4)

Figura D.1. Esquema de representativo de la relacion de EpCAM con los proes
migracion, proliferacion y pluripotencialidad.

En este trabajo se eligid a la proteina EpCAM como criterioetiecdon de una
subpoblacién de células troncales. Hasta 2004 no se tenian datos adarespdesion

de EpCAM en células hepéticas murinas, por lo tanto en un principio lestée

estuvo basada en los resultados en humanos de otros alifor8; embargo el
desarrollo de las investigaciones confirid sustento experimentaiolasis de trabajo.
Como ya mencionamos, EpCAM es una molécula de adhesion que forma uniones
homofilicas*****° pero su rol en las células que lo expresan es mucho mas amplio.
EpCAM se encuentra en el medio de un complejo sistema que regula distintas funciones
celulares (Figura D.1). Por un lado, existen evidencias qemptasionde EpCAM en la

membrana celular desplaza la union mediada por E-cadherinas, a trévéstileacion

de la enzima fosfatidiRositol-3-kinasa (Pi3K§*?*° Por otro lado, se ha mostrado que
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la expresiéon de EpCAM regula positivamente la expresién del proto-oncddgn >

y de la ciclina D¥#

e induce la proliferacion. Asi mismo, la inhibicion de EpCAM por
ARN de interferencia (ARNi) produce una inhibicion de la proliferaciomyracion e
invasion in vitro en lineas celulares derivadas de HCC y cancer de #fdmaDurante

la proliferacion y la migracion, la union intercelular fuerte mediada pmadberinas es
anulada (via Pi3K) y prevalece la unién mas débil mediada por EpEANComo
demostramos previamente, el cultivo de MLP29 con HGF desencadgnacidn
celular produciendo una baja en la expresion de E-cadherina y aumentarpieton

de EpCAM™®. Este fenémeno de cambio de moléculas de adhesién es un aspecto del
proceso de transicién epitelial-mesenquimal (EMT), el cual ha midpuesto que
ocurre durante el desarrollo embrionario y la progresion metastatica de toesugque
consiste en la perdida de la polaridad caracteristica de dagasc epiteliales
(desensamblando sus uniones célula-célula) y adoptado un fenotipo midratdrio
unién de HGF a su receptor induce la transcripcion del represor de laip@asc
Snall, el cual se une a la region promotora de los genes de E-cadheCina3
reprimiendo su transcripciéff’. A su vez, la actividad de Snail esta regulada por la
enzima glicogeno-sintetas@-(GSK-3p) la cual provee la sefial de exportacion nuclear

de este represor para ser degradado via protedédrha via de sefializacién de Wnt-
B-catenina es muy importante en la activacion y mantenimienasdeSPC. Al menos

en HCC, se observé que esta via regula la expresion de EfEAMIemas el dominio
intracelular de EpCAM es capaz de unirse a B-catenina y translocar al nucleo para
actuar en un complejo transcripcional que induce entre atddyc y ciclinas™®®. En
ESC humanas se ha reportado que el dominio intracelular de EpCAM induce la
expresion no solo de c-Myc, sino también de OCT-4, NANOG, SOX2 y Ku§idiendo

que EpCAM es un excelente marcador para aislar hESC indiferenéfadasi como
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también células pluripotentes inducidd jugando un papel clave en el mantenimiento

de la pluripotencialidad>??® Nuestros resultados sobre la caracterizacién del perfil de
expresion de EpCAM (utilizando inmunofluorescencia) indican que en el higedo f

de ratones de 14,5 dpc entre el 12 y el 15% de las células nudeadapCAM (+)
(Figura R.2.7). Estos resultados fueron corroborados mediante citometria de flujo, con
la cual se demostré de manera mas precisa que el 16,92 % ds déluhigado fetal

son EpCAM (+) (Figura R.2.8). Estos datos son concordantes con los obtenidos por
otros grupos que trabajaron con higados de fetos humanos de 16-20 semanas de
gestacion®. A principios de la década del 2000, Azuma y colaboradores desarrollaron
un método para aislar progenitores hepéticos a partir de ratones adilimasdo su
capacidad de adhesién célula-célula dependiente de cadhé?inasediante un
procedimiento que incluye el cultivo preliminar de la suspensiénacelatal en un
medio que contiene &3 en condiciones de hipoxia y con agitacién constante durante
dos horas. Con este tratamiento se eliminan casi en su totalidagdbscites maduros

dado que son mas sensibles a la isquemia y se favorece la formaeigregiedos de
células progenitoras. Estos autores demostraron la presencia de sélo urélbasa c
epiteliales pequefias con alta capacidad proliferativa dentro deagstgmdos, y que
fueron capaces de formar colonias que expresaban AFP, ALB y E-cadherinappe
expresaban CK19 ni VE-cadheriffd Suzuki y colaboradores utilizaron citometria de
flujo para separar (FACS) una subpoblacion de células progenitoras hepahites /(c-
CD49f™°/ c-kit/ CD45 / TER119) de higados fetales de ratones Balb/cA de 13,5 dpc
94140 Mediante ensayos de formacién de colonias in vitro, sobre placas rexsibliert
laminina, mostraron la capacidad clonogénica y la multipotendiblida esta
subpoblacién, que expresaba ALB, AFP y CK19, entre otras proteinas. Por otro lado,

Minguet y colaboradores demostraron que subpoblacione$¥-KED45 / TER119

Discusion Pagina 102



Discusion

de células progenitoras hepaticas aisladas mediante FACS a phaftjade de fetos de

11 dpc, tienen la capacidad de formar colonias in vitro en lasl @88 ede las células
expresaban tanto ALB como CK18. Como ya mencionamos en la introduccién, en
2003 el grupo de Miyajima logro identificar a DIk-1 como un marcador deljs@es
hepéticos (hepatoblastos, segun los autores), utilizando una libreria de cDNA
confeccionada a partir de la subpoblacion CD4A%ER119 obtenida de higados fetales

de raton de 14,5 dpc y técnicas de biologia molecular, que les pernidimla
secuencia de protefnas ancladas a membrana expresadas difeesmeisf. Luego,
utilizando FACS conjuntamente con una variante automatizada de MAG&ACS)

para enriquecer la suspension en células DIk-1 (+), obtuvieron una subpoblg@eidn ca
de formar colonias in vitro, de las cuales mas del 60% expresaban taBtooo

AFP. Esto signific6 un cambio muy importante respecto de la tecnopagéa el
aislamiento y caracterizacion de células progenitoras hepaticas ya que seyidigarde
FACS multiparameétricos para eliminar los precursores hemopoyéticosdsplansion
aislada del higado tal c-kit/ CD45 / TER119 a utilizar marcadores propios para hacer
una seleccion positiva de la subpoblaciéon de interés. Otros autorieararil la
expresion de E-cadherina como criterio de separacion de las célulaiymas
hepaticas a partir de fetos de 12,5 dpc, si bien en ambos trabajos se obtuvieron

subpoblaciones que coexpresaban E-cadherina, ALBARP 143228

Nitou y
colaboradores encontraron que estas subpoblaciones también expresabaff?CK19
mientras queNierhoff y su equipo hallaron que no expresaban CK19, peko/3iy
DIk-1 **3 La revisién de estos abordajes experimentales nos permitié no sél@rconoc
como evolucionaron los desarrollos tecnologicos enfocados en el aislamehSPC

sino también disefiar un método de aislamiento de LSPC rapido, econgsgacillo.

Ademas, el protocolo desarrollado para aislar LSPC EpCAM (+), mediasistazha
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MACS, puede ser realizado a mayor escala con el objeto de obteneramniinagro

de células, con una eficiencia de aproximadamente un 5 % de LSP@atesfmiede
compararse con la eficiencia obtenida por Azuma y colaboradareses obtuvieron
alrededor de un 0,5% de células progenitétas la de Suzuki y colaboradores quienes
obtuvieron un 5,05% (para la subpoblacikit/ CD45/ TER119) ***° Esto permite
afirmar que nuestro método de aislamiento utilizando MACS presenta una eficiencia tan
alta como los que utilizan FACS, a un costo notablemente menor.

Con el objeto de estudiar mas detalladamente el perfil de marcauleseste en las
LSPC aisladas, se realizé inmunofluorescencia indirecta con una lolgteniéicuerpos

gue incluye Thy-1, CK19, AFP y E-Cadherina. Tanto las LSPC aistidhfgado fetal

de rata como de raton exhibieron coexpresion de Thy-1 conjuntamente a EpCAM
(Figura R.1.4 y 4.1a). Thy-1 es una proteina de325kDa asociada con el linaje
mesenquimal/hematopoyético, que esta involucrada en la activacionlutis CE,
apoptosis, cicatrizacion vy fibrosis. La proporcion de célullag1 (+) detectada ela

FHP obtenida de higados fetales de ratas y cultivada durante 4 drasyumja. Sin
embargo estas ceélulas Thy-1 (pjesentaron marcacion para OC2, demostrando el
caracter troncal de la poblacion celular aislada. Por otra parigtalelad de células
EpCAM (+) obtenida a partir de higados de ratones expresaron Thy-1. La expieesion
un marcador de linaje mesenquimal/hematopoyético resulta intrigante, swmgico
demostrado que células que expresan el marcddefd estan presentes en el nicho de
las LSPC in vivo. Yovchev y colaboradores hallaron una poblacion de células
mesenquimales activadas después de un dafio helJati€abe mencionar que también
estan presentes en el higado normal, son diferentes de las céleléedastihepaticas,
miofibroblastos y ovales residentes. Segun estos autores las délyld (+) tienen la

capacidad de producir sefiales inductivas y factores de crecimiento del nicho que

Discusion Pagina 104



Discusion

son indispensables para el mantenimignia funcién de la poblacién de LSPE"

Otros autores han mostrado que en el higado fetal humano (de entre 15 yr2&sstana
gestacion) existe una subpoblacién de células EpCAM (+)/ Thy-1 (+) / GD45%*°
Nuestros propios resultados de citometria de flujo sobre las célulasagpétales de

raton muestran quaproximadamente un 12% del total de las células coexpresan el
marcador pan-linfocitario CD45 y las proteinas caracteristicas diasdpiteliales
EpCAM y E-cadherina (Figura R.2.8). Incluso la linea celular MLP29 preséhtlas

gue coexpresan CD45 (Tabla R.2.1) y una robusta expresion de otro marcador de
células mesenquimales, CD133 (Figira85), el cual se expresa débilmente en las
células EpCAM (+). Aunque otros autores sostienen que las LSPC no expresan CD45
13 nuestros resultados muestran claramente la existencia de una stibpatgacélulas

gue coexpresan marcadores de origen mesenquimal (CD45, Thyl, CD133) y epitelial
(EpCAM, E-Cadherina)Cdulas con un fenotipo dual epitelial-mesenquimal (es decir
en EMT), fueron descriptas estudiando el estroma donde se desarrollatulas cé
hemopoyéticas del higado fetdl. Los procesos relacionados con la EMT en el higado
fetal remontan a su génesis cuando las células del dominio antaricat del
endodermo del intestino anterior migran formando el brote hepatic®i bien son
necesarios mas experimentos para determinar la clonogenicidad y bglatadcte
nuestra poblaciéon de LSPC EpCAM (+), podemos sugerir que en el higadtadetal
poblaciones de células hepaticas son distintas de las células hétitgsopero estan

muy relacionadas. En este sentido, un trabajo publicado recientevaemtecho mas

alla: estudiando la subpoblacion CB¥4/ CD133%° en el higado fetal humano, los
autores proponen que las células hemopoyeéticas y las células lepaticayinarian de

un mismo precursor en el higado fétal
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Expresion génica en células troncales hepaticas de ratén

Se determind, mediante RT-PCR semi-cuantitativa, el estado traiscaipdel gen
EpCAM en las células aisladas EpCAM (+) lo cual permitié corroborar efectivament
los resultados obtenidos mediante microscopia (FiguB®2). Inclusive el nivel de
expresion de este gen fue similar al de la linea celular MLP29 dardeaprogenitores
hepaticos. Adicionalmente se midio el nivel de mARN de los géR&sy CK19, y los
resultados también fueron concordantes con los obtenidos mediante inmunofenotipado.
Comparando los perfiles de expresion de la linea celular MLP29 glldascEpCAM

(+), observamos que las células de la linea MLP29 tienen un perfilude téncal

(CD 133" EpCAM™ Cldn3"*¥9) con una cierta inclinacién hacia el linaje biliar
(CK19™ a0 AFP%: mientras que las células EpCAM (+) exhiben un perfil de célula
troncal hepatica (EpCAM, DIk¥° Cldn3") con caracter bipotencial (CKT%"™
AFPaIto) 26

La caracteristica mas sobresaliente de esta subpoblaci@uties EpCAM (+), es la
robusta expresion de Cldn3 (FiguRa36) y DIk-1 (FiguraR.3.7). Claudina (Cldn) es

una familia de proteinas de transmembrana que forma parte de la striécha
intercelular (zonula occluden$™. Aunque proveniente del campo de la oncologia, un
cumulo de evidencias apoya la nocidén que existe una relacion funcional entre EpCAM y
Cldn3. Estudios de expresion de genes por microarrays demostraron que la
transcripcion de estos genes se encuentra aumentada en tumopésldebgarico®,
mientras que mediante inmunohistoquimica se corroboré esta sobreexpresgirda niv

las proteinas. También se demostro la existencia de interacét@neiigre EpCAM y
miembros de esta familia de proteinas en células tumorales. Emn, ¢édeftirmacion de
complejos intracelulares entre EpCAM, Cldn7, isoforma variante 6 de CD44 (6D44v

y tetraspaninas es un hallazgo frecuente en muestras de tumores pymagiadstasis
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hepéticas de cancer de colon hum&Hoy en lineas celulares de carcinoma pancreatico
de rata®*®. Mas aun, los datos obtenidos mediante estas investigacionemnimyie
Cldn7 es la que recluta a EpCAM hacia los microdominios de membicos an
tetraspaninas y que esta unién promueve la resistencia a la &5optdsi mismo,
Cldn7 interfiere en la oligomerizacién de EpCAM, necesaria paratsidad como
proteina de unién®®, afectando la adhesién célula-célula mediada por EpCAM e
incrementando consecuentemente la movilidad celular e incluso pronmviand
migracion ?*’. Aunque el mecanismo aln no estd completamente elucidado, la
formacion del complejo EpCAM-Cldn7 también acelera la progresion clel @lular

en lineas celulareS’. Estd ampliamente aceptado que los tumores sélidos contienen
células troncales cancerosas (CSC, del inglés Cancer Swadly Como una
subpoblacién celular, las cuales son responsables de las recidivetsistasis de los
tumores debido a su capacidad de autorrenovacion y proliferacion, compantilds co
células troncales normales y también por su resistencia a #gsatelantitumorales
habituales”®. Si bien los datos experimentales obtenidos no permiten afirmar que las
CSC presentes en carcinomas hepatocelulares serian LSPC similasesisladas
durante el desarrollo del presente trabajo, la similitud en el derBkpresion de estos
genes en estos dos tipos celulares es remarcable.

La expresion en el higado de algunas de las proteinas de la fanmdia Grudinas
varia con la edad de manera sustancial. Entre el primer y elraestde vida de los
ratones prevalece la expresion de Cldn3, la cual decae a mieliesos desde los 16
meses de vida, aunque, la expresion de Cldn7 en el higado se mantieapteonst
durante toda la vida en los ratorfé$ Los resultados experimentales obtenidos en el
presente trabajo son consistentes con estas investigaciones, ng&ttoreel elevado

nivel expresiéon Cldn3 en las LSPC aisladas de higado de fetos des ri@igueaR.3 6)
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13 sino que aportan un dato nuevo sobre el nivel de expresién de Cldn3 durante el

desarrollo embrionario. Inclusive, podemos trazar una relacion entre el patron de
expresion de Cldng la variacion temporal en la cantidad de LSPC a lo largo de la vida
del individuo®. Finalmente, y en apoyo al concepto que Cldn3 constituye un marcador
apropiado para el aislamiento e identificacion de LSPC, Yovchewlaboradores
encontraron que LSPC de ratas obtenidas después de un tratamiento con AAF y
posterior hepatectomia parcial, exhibian una expresiéon aumentada de EpCAM
Claudinas™®.

DIk-1 también conocida como factor preadipocitico 1 (Pref-1), es una proteirse que
expresa fuertemente en el higado fetal de ratones entre 10,5 dpa §6&sdpc, pero

no en el higado de adult>!*® En ratas se ha encontrado que DIk-1 (+) define una
subpoblacién particular en células ovales que proliferan luego de un dafidepat
241242 En el presente trabajo se encontré que la expresiéon de este geh en
compartimiento celular aislado EpCAM (+), es significativamente suparioivel de
expresion en ceélulas EpCAM (-). Estos resultados concuerdan con los de Vanaka
colaboradores, quienes propusieron que la coexpresion de DIk-1 y EpCAM idemtifica
los hepatoblastos de ratorf®d DIk-1 es una proteina de membrana tipo | que posee
seis dominios tipo EGF y esta implicada en la inhibicion de fexeticiacion de los
adipocitos?**?**y también de células troncales mesenquimales y células heriopsyét
246249 Eg tentador especular que la expresién aumentada de DIk-1 en la poblacion
EpCAM (+) podria cumplir un papel similar en la mantencion del caractaeratrde
células del linaje hepatico, sobre todo teniendo en cuenta que |&iérpde este gen
juega un papel muy importante para el mantenimiento de la clonogehigith

capacidad de proliferacién, en CSC de carcinomas hepatocefifares
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Interesantemente, la transcripcion de DIk-1 es monoalélica, k@ltele paterno se
expres&>". Dado este mecanismo de regulacién de la expresién génica, investiga
perfil de expresion in situ de DIk-1 en la subpoblacion de células HpGA. Por
medio de la técnica de ARN-FISH se pudo determinar que edldas LSPC EpCAM

(+) la expresion de DIk-1 es monoalélica, mientras que la deNgBn(que no presenta
impronta génica) es 60% monoalélica y 40% bialélica (FiBuBa8). Esto indicaria que

en las LSPC EpCAM (+) se mantiene el activo el mecanismo desgxpraonoalélica

del gen DIk-1. En células iPS, el mantenimiento del imprintingléocus DIk-1-Dio3
parece ser fundamental para lograr la pluripotencialfdadPor otro lado, también
merece consideracion el hecho que a pesar de observar una robusta exprediéh de DI
por PCR en tiempo real en la subpoblacién EpCAM (+), la proporcion de células con
una sefial positiva de DIk-1 por ARN-FISH fue sélo del 5,6%. Creemos qupueste
explicarse por dos factores concurrentes: por un lado, que este bajo pomentaje
necesariamente significa que las células que no dieron sefial patan®@kxpresan el
gen, sino que se deberia a un proceso de transcripcion no simultaneo ésth8&C;

por otra parte, cuestiones metodolégicas y de sensibilidad que diferemcizos
meétodos podrian estar creando un sesgo que impide la comparacion dirém$a de
resultados.

El nicleo de las células eucariotas es una organela altameatézadg®> En él
pueden distinguirse dos regiones diferentes tanto desde el punto de visthurest
como funcional: un compartimiento de cromatina menos compacta en elaque |
actividad génica esta permitida, caracterizada por la prasgadiistonas H3 acetiladas
en lisinas 14 y 23; y otro de heterocromatina mas compacta y cobajaugctividad
transcripcional, caracterizada por la presencia de histona H3 metitadigina 9.

Ademas, los cromosomas Yy los genes estan distribuidos de maneratodaakn el
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espacio nuclear de células de plantas y aninffe€Esta organizacién espacial del
nucleo en interfase es mantenida en gran medida por las secuepei#ttzas que
abundan en el genoma, sobre todo en las regiones heterocromaticastadyades
centromeros y telémeros. En las células de ratones, uno de los aspeEstadevantes

de la arquitectura nuclear es la agregacion de los centromerosrdatdgecromosomas

en dominios denominados cromocentBs

Con objeto de investigar la relacion entre la expresién de EpCAMrgéaizacion del
genoma a nivel global en células fetales hepaticas de 14,5 dpalizé FISH con una
mezcla de sondas que identifican los tipos predominantes de secuepeiis/as
pericentroméricas: ADN satélite mayor y menor. En este casbSRE EpCAM (+)
presentan una distribucion homogénea (distribuidos en todo el volumen nuclear) de
estas secuencias pericentroméricas, mientras que en las cEpCGAM () la
distribucion es mas acotada, generalmente ubicados en un plano pdraledtrado
(FiguraR.42). Solovei y col. demostraron que los centréomeros de linfocitos humanos
experimentan reposicionamiento desde el interior del nucleo ha@afkrip segun las
células se encuentren en el estadio G1 o S del ciclo celulantrddieque en células
completamente diferenciadas y que no se dividen, los centromeros satmmcue
agregados en la periferia del ntcfed Por el contrario en linfocitos de ratones los
centrémeros tienen una localizacién periférica en G1 y mas central®h G2

Por otra parte, durante la progresion hacia un linaje determinado, los casibiases

a nivel nuclear producen que las opciones de diferenciacion de una célnla se
gradualmente restringid§ A nivel de la transcripcion, esto se refleja en la reduccién
de la expresion de los genes asociados con otros linajes. La aczsibildiferentes
genes de los complejos encargados de la transcripcion se regukssalgbgstado da

cromatina por medio de cambios epigenétiéd®?*® En efecto, los mecanismos
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epigenéticos son un factor clave en el mantenimiento de la plurifadi¢ad y en la
diferenciacion a distintos linajé& La naturaleza condensada de la cromatina hace que
el ADN sea menos accesible a los factores de transcripcion y la activaeida d
transcripcion de genes. La accesibilidad regulada a los genes pmEecena
caracteristica critica en ¢l estado de célula troncal. El llamado “modelo de inicio del
multilinaje” sugiere que las células troncales expresan niveles bajos de un gran ndmero
de genes que son expresados por sus distintas pro§&nies base molecular de esta
hipotesis es la presencia de una estructura de cromatina alsieatderizada por la
accesibilidad a los genes propios de linajes mas diferenciadasialaes cerrada
progresivamente a medida que la diferenciacion avanza, acompafada por una
restriccion sucesiva en el repertorio de genes que pueden ser expf8$&doEsto
implica que, a lo largo del curso de la diferenciacion, el nimero de opdermEstino
celular a disposicion de la célula se hace cada vez mas rektridgbido a que los
genes propios del linaje seleccionado son activados y los genes asociados coneotro linaj
estan apagados. Akashi y colaboradores realizaron una comparaciorpédiles de
expresion de células hemopoyéticas en diferentes etapas de difaéenaamostrando

gue las células troncales expresan un gran nimero de genes presentieseloegi
linajes hemopoyéticos especificos, mientras que los precursores comproraélidos
expresan la porcién de los genes que estan relacionados con s@®finajiemas, las
células troncales hemopoyéticas expresan un 70 % ds Gesthemopoyéticos”, en
particular genes neuronales. Una situacion similar parece sermeémrdas ESC, que
tienen la tendencia a adquirir una identidad neuronal y expresar geneficespde

varios linajes neuronales bajo condiciones normales de céffivba cromatina de las

ESC posee diferentes caracteristicas especificas, que la distinguen deatmardenlas

células somaticas as células diferenciada®. La heterocromatina de las ESC se
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caracteriza por estar organizada en pocos dominios y de mayor tapwmiGoales se
convierten en mas pequefios, mas abundantes e hipercondensados a medigla que la
células se diferenciarf°®®* Otra caracteristica de la cromatina de las ESC
indiferenciadas es la unién méas laxa e hiperdinamica de algunas pastineturales

de la cromatina, tales como HP1 (Heterochromatin Protein ijtena H1%°%. Esta
caracteristica es encontrada exclusivamente en células patggtpero no en células
comprometidas con un linaje pero indiferenciadas, lo que indicaria que esta
caracteristica esta asociada a la pluripotencialidad mas lguadiferenciacion en si

misma 2%,

De la mano con esta hiperactividad transcripcional, se observé una
sobreexpresion desproporcionada de factores de transcripciobn y proteinas
remodeladoras que son claves para el mantenimiento de la cronmatura estado
relajado y contribuyen a la expresion global del genoma de las®SCesto se suma

la observacion de marcas cromatinicas bivalentes en regionesndehagelonde se
encuentran los genes que codifican factores de transcripcion clavebqesarmllo™.

En estos sectores coexisten el complejo activador Trithorax pneplejo represor
Polycomb. Las proteinas Trithorax son un conjunto de activadores de la ti@ascrip
gue catalizan la eliminacion de grupos metilos dEINAy se unen a histona H3
trimetilada en la lisina 4, favoreciendo la unién de la ARN polimdiasaermitiendo

la iniciacion de la transcripcion. Por otro lado, el complejo represocdtoly, que
cataliza la adicién de grupos metilos al DNA y se une a higi@maetilada en la lisina

27, recluta a proteinas que promueven la compactacién de la crofigfiheEsta
arquitectura particular de la cromatina de las ESC permitiriaciiteos genes
relacionados con el desarrollo y la diferenciacion, al mismo tiempo qumaloienen

listos para ser transcriptds>>. Ademés, miembros del complejo Polycomb, tales como

IMC1, juegan un papel importante en el mantenimiento de la autorrenovacion en células
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troncales hemopoyética%?%” A medida que avanza la diferenciacién, la gran mayoria
de las regiones bivalentes se resuelven a regiones monovalarges, ge activacion o

de represién de genéd?®® Todas estas evidencias apoyda nocién de que la
cromatina de las células pluripotentes se encuentra desestructargda permite el
acceso de factores de transcripcién y complejos regulatdriogctivadores y
represores) a todas las regiones del ADN, lo que permite una expresiohdglbba
genoma, que es la base para la pluripotencialidad.

Nuestros resultados muestran que existen diferencias muy notorias nbaaién de

las regiones heterocroméaticas y eucromaticas entre las célulad/EpECx EpCAM (-

) (Figuras 5.3 y 5.4). La subpoblacion EpCAM (+) presenta una organizacion nuclear
propia, caracterizada globalmente por una distribucién homogénea de lascieecue
repetitivas pericentroméricas y un patrén difuso de acetilaciéon, asenie el perfil de
distribucion de histona H3 metilada sigue un patron similar al de loguds
heterocromaticos (ADN repetitivo). Este patron difuso de zonas de cativy
represion de genes, se corresponderia con un estado relajado o permisivo de la
cromatina, es decir un estado dinamico de activacion/represion de gemnegie
nuestros resultados son cualitativos y bastante limitados es interasgar que existen
claras diferencias entre las células EpCAM (+) y las células EpGAa nivel de la
estructura global del nacleo lo podria ser la base estructural de ipotenitialidad de

LSPC EpCAM (+).

Cultivo de células troncales EpCAM (+)
Durante el desarrollo de este proyecto se establecieron cultivosld&Pi@sen soportes
plasticos (Figura R.6.1), y se ensayaron diversas estrategias paracdaviae

proliferacion celular in vitro. Por ejemplo, medios nutritivos disefiadpsaéficamerd
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para estas células, agregado de HGF al medio de cuitiealtivo con explantos de
higado fetal, cocultivo con otras subpoblaciones hepaticas colocadasegtos de
cultivo, siembra por dilucion (que favorece el desarrollo de célulasaltartasa de
proliferacién), cilindros de clonado para aislar colonias de célulagrtaod de las
superficies de cultivo para aumentar la adherencia de las célulagatiosett. A pesar

de las distintas estrategias ensayadas, la capacidad probfesatpor ende la
posibilidad de mantener una poblacion de células precursoras en cultivo durante
periodos prolongados fue limitada. Esto posiblemente sea debido a tapirdieniales
moleculares provenientes de células vecinas diferenciadas, imgieles para el
mantenimiento de la poblacion de células precursoras. Es decir es muy eraabl
debido a la alteracién fisica y funcional provocada en el nicho, mas quefactas
técnicos de la metodologia desarrollada. El trabajo prelimindizaga con células
ovales de rata nos permitid6 demostrar que LSPC de este origen selldesaejor
cuando son cocultivadas con células maduras, sin embargo la aplicacion de esta variante
al procedimiento de cultivo de las células de raton no favoreci6 @mieato de la
subpoblacion EpCAM (+). Es interesante notar Qeélulas “tipo oval” pudieron ser
amplificadas significativamente durante el cultivo en presedeiaHGF, pero no
pudieron ser propagadas cuando las colonias de células fueron disgregadas
mecanica/enzimaticamente y separadas del medio ambientend®as original. Esto
indicaria que tanto las células ovales (de rata) como la subpobigai@aM (+) (de

ratdn) requieren la presencia de sefiales paracrinas provenientes dedampaobixta
coexistente en el soporte de cultivo, siendo éste un factor criticdapsupervivencia
celular ?®2 La matriz extracelular de la regién periportal (donde se encuentran los
canales de Hering, que representan el nicho natural de las LSPCheaatieponentes

especificos de la matriz extracelular embrionaria tales como lieidodnico, colageno
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tipo 1l y IV, laminina y formas fetales de proteoglicanos. Este microambiente puede se
imitado in vitro utilizando condiciones de cultivo que combinen lespomentes de la
matriz extracelular embrionaria con soportes tridimensionales quaitqer la
polarizacion de las células y asi como también cambios critices enorfologid®.

Los componentes solubles, que comprenden nutrientes y factores soloivies c
hormonas y factores de crecimiento, etc., pueden ser imitados, en parteygoide
medio basal sin suero, sin cobre, calcio bajo (por debajo de 0,5 mM), trazas de
elementos como selenio y zinc, una mezcla de lipidos (acidos ditaessunidos a
albtimina y lipoproteinas de alta densidad), insulina, transferrina y Afé#d Otras
sefiales, aun no identificadas, se pueden proporcionar parcialmente meldiesuteale

una “monocapa de céluladimentadoras” (feeder layers) de STH® Las mismas se
obtienen a partir de fibroblastos embrionarios de rat8hdg(sigla en inglés de Sandoz
Inbred Swiss Mouse) seleccionados con resistencia a 6-thioguaninabginaudde
donde surge la denominacion ST&3to muestra la necesidad de un cambio de enfoque
de cara al futuro de la investigacion de las LSPC y de la célatasales en general; ya

no es suficiente la caracterizacion de las células troncaes ana poblacion aislada
sino que es necesario ampliar el objeto de investigacion y eskasliaélulas con su

nicho ya que el caracter troncal es una propiedad que surge por sus ioriesacc

22,23,46,48,50,51,271-273

Trasplante de células EpCAM (+)

Se realizaron procedimientos de trasplante celular con el objetivovaleare el
comportamiento in vivo de las células de la subpoblacién EpCAMLES.células
EpCAM (+) aisladas fueron marcadas con CFSE, un trazador supra vital quie permi

identificacion de las mismas postrasplante. Con posterioridad anykccion
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intraesplénica de células se pudo demostrar que las LSPC EpCAM (+) fapemes
no sélo de anidar en el bazo de los ratones receptores sanos (FigurasRa.g8g
migrar hacia el higado e incorporarse al parénquima hepatico (Figurd).R.7.
Obviamente son necesarios mas estudios para establecer sékgtasson capaces de
integrarse funcionalmente al higadsiyes posible su aplicacion en modelos de dafio
hepético. Otros autores han estudiado la potencialidad in vivo U8R&3: células DIk-

1 (+) aisladas (mediante MACS) de ratones transgénicos para GFP ¢protein
fluorescente verde) de 14,5 dpc fueron trasplantadas en el bazo de tratiawies con
un anticuerpo anti-FAS. Este anticuerpo produce apoptosis en los hesatbelt
receptor, lo que le brinda una ventaja adaptativa a las célidplmtrdas para repoblar
el higado. Después de 36 semanas posteriores al trasplante, seadentdélulas GFP
(+)/ALB (+) en el parénquima hepati¢&. Por otro lado Gerlach y colaboradores, del
McGowan Institute for Regenerative Medicine (Pittsburgh, US#Aprmaron en 2012

el trasplante de ceélulas hepaticas fetales humanas (sin fracciondrlbanoede un
paciente de 57 afios con cirrosis producida por el virus de la hegafifis Este
paciente presentaba episodios recurrentes de encefalopatia hgpéaticalor de 15
segun sistema de puntuacion MELD (escala 0-60) para la valoraciarseeeridad de
una enfermedad hepatica crdnica). El paciente quien recibi6 2 infusitnaesptenicas
de 5.18 células hepaticas fetales recién aisladas ABO-compatilitesés de la arteria
esplénica en los dias 0 y 80, exhibié una disminucion del valor de MEND dell al
tercer mes y luego de 18 meses su valor fue de 10, sin signos deopatiefall igual
que ocurrié con el trasplante de hepatocitos en hurfédrts'’? este resultado sélo
muestra un mejoria parcial. Tal vez seria necesario seguir irreRiiga conveniencia
de utilizar una subpoblacién definida de hepatocitos fetales, como p@jEepCAM

(+) buscando mejores resultados.
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Conclusiones finales

El aislamiento y caracterizacion de LSPC motiva considerablesnter sélo para el
estudio de la biologia de las células troncales hepaticas sifietapor su potencial
terapéutico, que incluye trasplante celular, el desarrollo de sistapetficiales de
soporte hepatico, y en general las nuevas tecnologias asociadasneditana
regenerativa y la ingenieria de tejidpsyra el tratamiento de enfermedades hepaticas
cronicas o agudas, proveyendo quizas una potencial solucién a la esvasaz de
higados donantes. En la actualidad las enfermedades hepéticas @evieaido en una

de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel globalu&stro pais, asi
como en el resto del mundo, el nimero de pacientes esperando un traspitagaelae
supera ampliamente al nimero de o6rganos disponibles, segun la pagina IWeb de
Instituto Nacional Central Unico Coordinador de Ablacion e Implante (INCUCAI

www.incucai.gov.aral mes de Octubre de 2013, un total de 980 pacientes estan en lista

de espera de un trasplante hepatico.

Los protocolos mas utilizados para el aislamiento de LSPC contefaativacion de

estas células mediante induccion de dafio hepatico. Debido a que ncipafes

caracteristicas de las células troncales radican en su potattiglsu plasticidad, la
manipulacion de éstas implica sin dudas un sesgo. La tecnologiatadesen el

presente trabajo nos permitié aislar LSCP en condiciones fisioléginaaduccion del

dafio hepatico. Este protocolo ha mostrado ser eficiente, altamente cdgeogiuen

comparacion con otros, relativamente barato. Asi mismo, este métaslatmiento

presenta la posibilidad de ser aumentado en escala lo que potemqmaibiislades de

uso para futuras aplicaciones en el campo de la medicina regenerativa.
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Tomados en conjunto, los resultados presentados en este trabajo apartasiaum
complementaria de las células troncales, mostrandolas como produciosvaétion
mas que como simples herramientas. El conjunto de caractergdissrsadas muestran
cémo los atributos que definen el carécter troncal de las céki@sn tsu correlato en el
estado intrinseco de las células troncales. Asi mismo, EpCAM hasttadop ser un
buen indicador del estado troncal de las células troncales hepBgcastable cdo la
presencia de proteinas asociadas a membrana ha permitido caraateagz&SPC. Si
bien existe un sesgo debido a que histéricamente este tipo de proteigia® has mas
buscadas para ser utilizadas como blanco para el posterior aistadédas LSCP*,

la presencia distintiva de este tipo de moléculas y sobretodmléeutas de adhesion
descubre tal vez la caracteristica mas importante delldasctoncales: la relacién con
su ambiente, el nicho.

A partir de los resultados obtenidos asi como también de la revisibagtaifica
realizada podemos divisar claramente que el futuro de la investigacion de ay O8P
las células troncales en general se encuentra en el estudio de las relacione&wadas c
con su nicho natural, & aun, rememorando la vieja paradoja del huevo y la gallina

¢équién surgio primero: el nicho o la célula troncal?
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