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El higado se caracteriza por poseer una notable capaci-
dad de proliferar y autorregenerarse. En la situacion de
dafio hepdtico leve o moderado la regeneracion es lleva-
da a cabo por los hepatocitos. Sin embargo, cuando el
dafio hepdtico es demasiado extenso y el niimero de he-
patocitos maduros residuales no es suficiente como para
producir la regeneracion o cuando su proliferacion estd
inhibida, la regeneracion hepdtica depende de la acti-
vacion de células troncales hepdticas, que dan origen a
las células ovales. La poblacién de células troncales he-
pdticas es escasa en el higado normal y se considera que
apenas supera el 1% del total de células en el higado fe-
tal. Por esta razdn es necesario aislarlas y enriquecerlas
para su estudio. Se han desarrollado con este fin mode-
los de daio hepdtico que permiten aislar células ovales
luego de la induccién de daio hepdtico masivo. En este
trabajo presentamos una metodologia simple que per-
mite aislar células ovales a partir de higado fetal de ra-
ta sin previa induccion de daio hepdtico. El uso del an-
tigeno especifico de células ovales 2 (OC2) y antigeno
especifico de células ovales 3 (OC3) como marcadores
moleculares permitié la caracterizacion altamente espe-
clfica de esta poblacion celular. Por otra parte, el culti-
vo in vitro en presencia de HGF condujo a un sustan-
cial enriguecimiento de la poblacién de células ovales.

Palabras claves. Células ovales, regeneracion hepdtica,
células troncales hepdticas.
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Isolation of fetal liver oval cells in
physiologic conditions form their
natural niche

Summary

The liver is characterized by a remarkable ability ro
proliferate and self-renew. In the situation of mild or
moderate liver damage, hepatocytes carry out regenera-
tion. Nevertheless, when liver damage is far too much
extensive and the number of residual mature hepatocy-
tes is not enough to accomplish regeneration, or likewi-
se when mature hepatocyte proliferation is inhibited,
hepatic regeneration depends on the activation of liver
stem cells that give rise to oval cells. The population of
liver stem cells is scant in normal liver. It is considered
that in fetal liver this population is just over 1% of the
cells. For this reason, it is necessary to isolate and enrich
them for their study. With this goal several models of he-
patic damage that permit the isolation of oval cells af-
ter the induction of massive hepatic injure have been
developed. Here we present a simple methodology thar
allows the isolation of oval cells from rat fetal liver wit-
hout prior induction of liver damage. The use of oval
cell 2 (OC2) and oval cell 3 (OC3) antigens as mole-
cular markers allowed the highly precise characteriza-
tion of this cell population. Furthermore, the in vitro
culture in presence of HGF yielded a substantial en-
richment of the oval cell population.

Key words. Oval cells, hepatic regeneration, liver stem

cells.

Abreviaturas.

TGF: factor de crecimiento transformante.
HGF: factor de crecimiento de hepatocitos.
OC2: antigeno especifico de células ovales 2.
OC3: antigeno especifico de células ovales 3.
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El higado de los vertebrados se desarrolla a par-
tir del endodermo del intestino anterior.! Cuando el
endodermo hepdtico estd diferenciado y el brote he-
patico comienza a crecer, las células troncales hepa-
ticas dan origen a los denominados hepatoblastos.?
Estos, a su vez, tienen la capacidad de diferenciarse
en los dos linajes epiteliales del higado: hepatocitos
y colangiocitos, las células de los ductos biliares.?
Diversos estimulos moleculares participan en el pro-
ceso de embriogénesis y diferenciacion celular, por
ejemplo las sehales emanadas de la via Notch/Jagged*
y/o factores de crecimiento tales como TGF-f (fac-
tor de crecimiento transformante) y HGF (factor de
crecimiento de hepatocitos). Estas moléculas y sus
receptores celulares regularfan el destino de diferen-
ciacién que tendrian las células epiteliales hepdticas,
integrando de este modo un sistema de regulacién
que controla la bipotencialidad.”® Las células tron-
cales hepdticas en el adulto se han encontrado aso-
ciadas a la zona de transicién entre el epitelio hepa-
tico y el epitelio biliar, en los llamados conductos de
Hering,”* constituyendo éste su nicho natural en el
higado adulto.

El higado es, por otro lado, el principal érgano
hematopoyético durante el periodo embrionario.
Una vez que el diverticulo hepdtico emerge a partir
del tubo intestinal en desarrollo, las células hemato-
poyéticas migran alli desde el saco vitelino y prolife-
ran formando islotes sanguineos, dando lugar al co-
mienzo de la segunda fase de la hemopoyesis, cono-
cida como fase hepética.”'® Cerca del nacimiento, las
células hepdticas alcanzan su madurez y adquieren
un estado quiescente, mientras que la hemopoyesis
es exportada a la médula dsea y otros rganos linfoi-
des, dejando agotados los nichos hematopoyéticos
hepdticos."

El higado se caracteriza por poseer una notable
capacidad de proliferar y autorregenerarse.' En la si-
tuacién de dafio hepdtico leve o moderado la rege-
neracion es llevada a cabo por los hepatocitos madu-
ros y todos los otros tipos celulares hepdticos dife-
renciados y no depende, al menos directamente, de
la existencia de células progenitoras o células tronca-
les."*'* Sin embargo, cuando el dafio hepdtico es de-
masiado extenso y el nimero de hepatocitos madu-
ros residuales no es suficiente como para producir la
regeneracion, o bien cuando su proliferacién estd in-
hibida, como ocurre en presencia de carcinégenos,
hepatotoxinas y/o infecciones virales, la regenera-
cién hepdtica depende de la activacién de células
troncales hepdticas, que dan origen a las llamadas
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células ovales.”'¢ Estas deben su nombre a la morfo-
logfa ovoide de su nicleo, son células pequefias (7-
10 pm), con citoplasma escaso y baséfilo, nucleolos
visibles y alta relacién nicleo/citoplasma.'*' Tienen
alta capacidad clonogénica y son bipotenciales, ge-
nerando los dos tipos de células principales del higa-
do: hepatocitos y colangiocitos.”?* Las células ovales
expresan una variedad de marcadores, muchos de
ellos compartidos con las células progenitoras he-
mopoyéticas (CD117/c-kit, CD133 y Thy-1), con
las células ductales (citoqueratina 19, dipeptidil-
peptidasa IV) y con los hepatocitos (albiimina, glu-
cosa-6-fosfatasa y otl-antitripsina). La presencia o
ausencia de algunos de estos marcadores estd relacio-
nada con la especie animal de donde provienen las
células.® Se han desarrollado anticuerpos monoclo-
nales dirigidos contra antigenos que distinguen en-
tre hepatocitos y células ovales. Los mds reconocidos
son OC2, OC3 (antigenos especificos de células
ovales 2 y 3, respectivamente)” y OV6.” Durante la
regeneracion hepdtica, las células ovales se originan
en la regién periportal (alrededor de los canales de
Hering) e invaden el parénquima por completo,
dando lugar a hepatocitos maduros como producto
de su diferenciacién.”?

La regeneracién hepdtica recapitula muchos de
los eventos que caracterizan el proceso de organogé-
nesis, desde los cambios observados en la arquitectu-
ra hepdtica® hasta el perfil de expresién de genes.”™
Dentro de este contexto, planteamos la hipdtesis se-
gun la cual existe esencialmente una tnica poblacién
de células troncales hepdticas que serfa responsable
tanto de la organogénesis hepdtica, como de la res-
puesta al dafio hepdtico grave o reiterado. Esta po-
blacién, que da origen a las células ovales, es escasa
en el higado normal, y se considera que en el higado
fetal apenas supera el 1% del total de células.?

Para estudiar las caracteristicas y explorar las ca-
pacidades de las células ovales es necesario aislarlas y
enriquecerlas. Para ello es importante, no solo con-
tar con un método sencillo de aislamiento, sino
también seleccionar el estadio fetal en el que la po-
blacién de células hematopoyéticas que acompafian
a la poblacién de células ovales sea el menor posible.
El objetivo de este trabajo es presentar una metodo-
logia que permite aislar células ovales a partir de hi-
gado fetal de rata sin previa induccién de dafio he-
patico. Ademds, el estudio de la evolucién de la he-
mopoyesis en el higado fetal en este trabajo permite
seleccionar el estadio fetal més apropiado para opti-
mizar atin mds el aislamiento. El uso de OC2 y

.
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OC3 como marcadores moleculares permite la ca-
racterizacién altamente especifica de células ovales,
y el cultivo in vitro en presencia de HGF conduce a
un sustancial enriquecimiento de esta poblacién.

Métodos

Animales utilizados

Se realizaron 18 experimentos de aislamiento de
células ovales con la totalidad de los fetos de sendas
ratas Wistar prefiadas (18-21 dpc). Para estudiar la
evolucién de la fase hepética de la hemopoyesis, se
utilizaron fetos de ratones hembras C57BL/6 prefia-
das en distintos tiempos de gestacién y neonatos de
un dfa.

Los protocolos utilizados en este trabajo fueron
aprobados por el Comité de Etica del Hospital Ita-
liano de Buenos Aires y todos los procedimientos
con animales se realizaron de acuerdo a normas ins-
titucionales e internacionales para el manejo de ani-
males de laboratorio.

Evolucién de la hematopoyesis en el higado fetal

Para estimular el crecimiento de células hemopo-
yéticas, tanto eritroides como granulociticas-macro-
fégicas, las fracciones se cultivaron en medio de cul-
tivo semi-sélido: IMDM (Gibco, Maryland,
EE.UU.) con 30% de suero fetal bovino (Gibco),
5ng/ml de PIXY (proteina de fusién de GM-CSE
IL-3) (gentilmente donado por el Dr Messner, To-
ronto, Canadd), 1 U/ml de eritropoyetina (Sidus,
Argentina) y 0,3% de Bacto agar (Difco Laborato-
ries, Michigan, EE.UU.), durante 10 dfas.

Aislamiento de células

Los higados de todos los fetos de una misma rata
se procesaron en forma conjunta. Una vez obtenidos,
los higados fetales fueron lavados dos veces con
HBSS (Gibco) y digeridos con Colagenasa I 0,05%
(Gibco) durante 1 hora con agitacién, a 37 °C (Figu-
ra 1). Previa eliminacién de los glébulos rojos con
dcido acético 4% (dilucién 1/10), se realizé un re-
cuento de las células totales y de las viables median-
te el método de exclusidn con azul tripan. Ademds,
se determind la proporcién de glébulos rojos rema-
nentes en la muestra de células aisladas.

Separacion de células

La separacién de los distintos tipos celulares pre-
sentes en la suspension de células totales obtenida se

hizo mediante centrifugacién diferencial. Las células
se depositaron sobre un gradiente discontinuo de Per-
coll (50 y 60%) (Amersham Biosciences AB, Uppsala,
Suecia) y se centrifugaron a 680 g durante 30 minu-
tos. Las distintas fracciones obtenidas se recuperaron
en tubos separados y se utilizaron para su caracteriza-
cién inmunofenotipica y/o cultivo 7z vitro (Figura 1).

Cultivo de células

La suspensién de células totales recién aisladas y
la fraccién inferior del peller del gradiente de Percoll
se sembraron a razén de 1,5x105 células/cm? en pla-
cas de cultivo de 35 mm y fueron cultivadas en me-
dio E de Williams (Gibco) suplementado con
25mM de buffer de 4cido hidroxietil-piperazina-eta-
nosulfénico (HEPES) (Gibco), 20% de suero fetal
bovino (Gibco), antibidticos-antimicéticos (100
U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina,
0,25 pg/ml de anfotericina B) (Gibco), 50 mg/ml de
L-glutamina (G7bco), 1 mM de piruvato de sodio
(Gibco), 5 pg/ml de insulina (Gibco), 0,4 pg/ml de
hidrocortisona (Sigma, Missouri, EE.UU.), 5 pg/ml
de transferrina (Gibco), 5 mg/ml de selenito de so-
dio (Gibco) y 5 ng/ml de EGF (Gibco), en incuba-
dora a 37 °Cy 5% de CO2. Los cultivos de células
de la fraccién inferior del gradiente de Percoll fue-
ron suplementados con 2,5 ng/ml de HGF (Abcam,
Massachusetts, EE.UU.). Eventualmente, las colo-
nias celulares fueron subcultivadas individualmente
utilizando cilindros de clonado (Sigma), segtin indi-
caciones del fabricante.

Inmunocitoquimica e inmunofluorescencia

Para la identificacién del tipo celular, las células
presentes en las distintas fracciones se cultivaron di-
rectamente sobre cubreobjeto. Los preparados celu-
lares se lavaron en PBS y fueron fijados con formal-
dehido 4% en PBS. Posteriormente se permeabiliza-
ron en PBS 0,1% Tritén X-100 durante 10 minutos
y se incubaron con una solucién del anticuerpo pri-
mario (ver lista de anticuerpos més abajo) durante 1
hora en cdmara himeda a 37 °C. Transcurrido este
periodo las preparaciones se lavaron con PBS, se in-
cubaron con el anticuerpo secundario correspon-
diente y se revelaron colorimétricamente con DAB
(Dako, California, EE.UU.) o con anticuerpos o
proteinas unidos a FITC o 7Zexas Red, segtin cada ca-
so, en tampén PBS durante 60 minutos en cdmara
himeda a 37 °C. Finalmente se lavaron en PBS du-
rante 5 minutos y se montaron con Vectashield
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Figura 1. Esquema del mérodo utilizado para el aislamiento y fracciona-
miento de células: a partir de higados fetales se obtiene una suspension de
células aisladas y mediante centrifugacion en un gradiente de Percoll se se-

paran dos fracciones.
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(Vector Laboratories Inc, California, EE.UU.) La ob-
servacién de las preparaciones e imdgenes de 8 bits
por canal se realizaron con un microscopio Nikon
eclipse E400 equipado con limpara de mercurio y
filtros correspondientes. En todos los casos se reali-
zaron controles en paralelo realizando el mismo pro-
tocolo pero reemplazando el anticuerpo primario
por PBS. Para identificar los ndcleos celulares se uti-
liz6 hematoxilina o Hoechst (Sigma).
Se utilizaron los siguientes grupos de anticuerpos:
1. Las células totales recién aisladas sin cultivar y
ambas fracciones obtenidas luego del gradiente
de Percoll fueron sometidas a tinciones con un
pool de anticuerpos anti-células progenitoras he-
matopoyéticas (CD5, CD45R, CD11b, Myeloid
Differentiation Antigen Gr-1, TER 119, 7/4)
(Stem Cell Technologies Inc, Vancouver, Canads,
dilucién 1/50) y también con un anticuerpo diri-
gido contra un marcador citoplasmdtico especifi-
co para hepatocitos maduros "heparocyte” (clon
OCHIES5, Dako Corporation, California,
EE.UU., dilucién 1/25).

2. Las células totales cultivadas y la fraccién inferior
(células ovales) del gradiente también cultivada,
fueron tefiidas con anticuerpos anti-OC2 y OC3
(donacién del Dr Hixson, Rhode Island, EE.UU.,
dilucién 1/100). La fraccién inferior obtenida del
gradiente fue ademds identificada con un anti-
cuerpo anti Thy-1 (clon H-110, Santa Cruz Bio-
technology, California, EE.UU., dilucién 1/10).

Resultados

Debido a que las células ovales y las células tron-
cales hematopoyéticas comparten caracteristicas fe-
notipicas (similar expresién de algunos marcadores),
funcionales (alta capacidad proliferativa) y de locali-
zacién (dentro del higado fetal durante el desarro-
llo), fue imprescindible estudiar la fase hepatica de
la hematopoyesis para poder identificar el momento
del desarrollo donde ésta decae y de esta manera te-
ner una suspensién de células inicial con la menor
cantidad de células progenitoras hematopoyéticas
posible. Los experimentos realizados en ratones per-
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mitieron estudiar la fase hepatica de la hemopoyesis
mediante el andlisis de las colonias obtenidas a par-
tir de células hematopoyéticas derivadas de higados
fetales de distintos tiempos de gestacién. Esto per-
mitié observar que existe una primera fase eritroide,
luego otra granulocitica y finalmente una megaca-
riocitica, determindndose que la hematopoyesis en
el higado de roedores alcanza su mdximo entre los
dias 14,5 y 17,5 de gestacién y luego comienza a de-
caer. (Figura 2)

Figura 2. Evolucién de la hematopoyesis en el higado
fetal de ratones: porcentaje UFCs pertenecientes a cada
linaje, normalizado al nitmero mayor de colonias tota-

les (189 colonias en 14,5dpc).
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Sobre la base de los resultados mencionados, y
con el objetivo de obtener una suspension de célu-
las hepdticas con el menor contenido posible de cé-
lulas hematopoyéticas, se emplearon fetos de rata de
18 a 21 dias de gestacién. Se extrajeron 6 a 14 fetos
en cada experimento y de éstos se procesaron la to-
talidad de los higados de acuerdo al protocolo des-
crito anteriormente.

El andlisis citométrico revelé que los glébulos ro-
jos constitufan 65,34% del total de células presentes
en la suspensién inicial. Por lo tanto, descontando
los glébulos rojos, se obtuvieron en promedio
5,63x107 células totales por higado fetal (rango:
1,34x107 a 1,18x108). La viabilidad de las células
totales aisladas oscild, en todos los experimentos,
entre un 96% y un 100%.

Con el objeto de identificar y caracterizar las dis-
tintas subpoblaciones presentes, se realizaron inmu-
nomarcaciones sobre las células totales y las distintas
fracciones obtenidas por centrifugacién diferencial.
Asi, la inmunofluorescencia realizada sobre las célu-
las totales recién aisladas, muestra que esa suspen-
sién contenia tanto células positivas para el pool de
anticuerpos "anti-célula progenitora hematopoyéti-
ca" como para el marcador especifico de hepatocitos

maduros "heparocyte” (Figura 3 a y b).

Figura 3. Células rotales del higado fetal de rata. La
suspension de células obtenida luego de la digestion en-
zimdtica posee tanto células positivas para el pool de
anticuerpos anti-célula progenitora hematopoyética (a)
como para "hepatocyte” (b) (aumento 400x).

La fraccién colectada de la interfase del gradien-
te de Percoll contenia células positivas para el pool
de anticuerpos "anti-célula progenitora hematopo-
yética", pero no células hepdticas (fraccién "hepa-
tocyteN*), y la denominamos "fraccién hematopo-
yética" (Figura 4 a).

La fraccién inferior del gradiente contenfa las cé-
lulas "hepatocyte™, no encontréndose células positi-
vas para los marcadores de progenitoras hematopo-
yéticas en esta fraccién, y la denominamos "fraccién

hepitica" (Figura 4 b).

Enriquecimiento de la fraccién hepatica

Las células de la fraccién hepdtica fueron cultiva-
das durante 4 dfas y al cabo de ese tiempo se obser-
v6 una monocapa de células con morfologia caracte-
ristica de hepatocitos maduros sobre la cual se ubica-
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Figura 4. Inmunofenotipado de las subpoblaciones ce-
lulares. La suspension celular fue sometida a una cen-
trifugacion en un gradiente discontinuo de Percoll. Se
obtuvieron dos fases: la superior contiene células positi-
vas para el pool de anticuerpos "anti-célula progenitora
hematopoyética” (a), pero no células "hepatocyte” posi-
tivas, las cuales se encuentran en la fase inferior del gra-
diente (b) (aumento 400x).

ron células positivas para los marcadores de células
ovales OC2 y OC3. A su vez, rodeando a estas célu-
las se encontraron colonias de células mds pequefias
con morfologfa similar a la de las células ovales, pero
negativas para los marcadores OC2 y OC3, que de-
nominamos "células tipo ovales" (Figura 5 a y b).
Dentro de esta fraccién también se hallaron células
similares en tamafio y morfologfa a las células
OC2/0C3"* y que resultaron positivas para el otro
marcador de células ovales, Thy-1 (Figura 6 a). In-
cluso algunas de estas células mostraron doble mar-
cacién para OC2 y para Thy-1 (Figura 6 b).
Cuando las células de esta fraccién hepdtica fue-
ron cultivadas en el mismo medio de cultivo pero
con el agregado de HGF se observé un importante
aumento en la cantidad de células OC2/OC3" co-
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mo también de las células mds pequenas tipo ovales
(Figura 7, OC3™ no mostradas).

Los cultivos de la fraccién hepdtica se prolonga-
ron hasta los 6 dfas. Este procedimiento resulté en
la formacién de colonias (actimulos celulares) (Figu-
ra 8 a), que fueron subcultivadas utilizando cilin-
dros de clonado. Estas células subcultivadas fueron
capaces de adherirse al sustrato y mantuvieron la ex-
presién de OC2 durante 14 dias, aunque no mos-
traron signos de proliferacién (Figura 8 b).

Cabe ser destacado que en los cultivos de las cé-
lulas totales sin fraccionar se encontraron sélo esca-
sas células positivas para los marcadores OC2 y
OC3 (Figura 9). En este caso el agregado de HGF
al medio de cultivo no tuvo el mismo efecto sobre
las células ovales, ya que practicamente no se obser-
varon células "tipo ovales" alrededor, a diferencia de
los cultivos de la fraccién hepdtica.

Figura 5. Fraccion hepdtica. Luego de 4 dias de culti-
vo se observan sobre una monocapa de hepatocitos, cé-
lulas OC2 (a) y OC3 (b) positivas (flechas) rodeadas de
células "tipo ovales" (puntas de flechas). Niicleos teni-
dos con hematoxilina [aumentos (a) 400x, (b 1000X].
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Figura 6. Las células ovales de la fraccion hepdtica co-
expresan Thy-1. En la fraccion hepdtica cultivada du-
rante 4 dias observamos tanto células que expresan
Thy-1 [(a), verde] como células que co-expresan OC2
(verde) y Thy-1 (rojo) (b) (aumento 400x).

Figura 7. Las células ovales de la fraccion hepitica
proliferan en presencia de HGE Luego de cultivar la
fraccion hepdtica durante 4 dias con HGF observamos
un enriquecimiento tanto de células ovales (OC2"", fle-

chas) como de células tipo ovales (puntas de flechas)
(aumento 400x).
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Figura 8. Formacién de aciimulos de células OC2".
Al cabo de 6 dias en cultivo las células forman actimu-
los (a). Luego de subcultivar estos aciimulos observamos
que se mantiene la expresion de OC2 (b) (flechas)
[aumentos (a) 200x, (b) 1000x].
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Figura 9. Células totales sin fraccionar. No se obser-
van células "tipo ovales” alrededor de células OC3pos
(flechas) cultivadas durante 4 dias en presencia de
HGF (aumento 400x).
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Discusion
Las células troncales hepdticas a través de su pro-
genie, las células ovales, son capaces de participar en
los procesos de regeneracion del higado que siguen
a un dafo hepdtico severo. Por tal motivo, el cono-
cimiento de su biologfa es sumamente atractivo, y
podria tener importantes derivaciones en el campo
de la ingenierfa de tejidos y la medicina regenerati-
va. Sin embargo, su aislamiento y enriquecimiento
no es sencillo. En la bibliografia existen numerosas
publicaciones en las que se informa sobre el aisla-
miento de células ovales luego de la induccién de
dafo hepdtico masivo, sea por hepatectomias par-
ciales reiteradas, y/o por el uso de téxicos que inhi-
ben la proliferacién de los hepatocitos maduros al
mismo tiempo que se genera un dafio hepdtico.?'*
En este trabajo conseguimos aislar células ovales a
partir de higados fetales normales de rata, sin induc-
cién de dafo hepético. A pesar de que la cantidad
fue limitada, las células ovales obtenidas pudieron
ser cultivadas y enriquecidas en presencia de HGE
Uno de los desafios al procedimiento empleado
es que el higado fetal es un érgano hematopoyético
en las primeras etapas de su ontogenia®" y las célu-
las troncales hematopoyéticas y las troncales hepati-
cas, ademds de tener ambas una notable capacidad
proliferativa, comparten algunos marcadores de
membrana.” Por lo tanto se vuelve imprescindible
separar ambas poblaciones. La estrategia fue, por
una parte utilizar nuestros resultados y los de otros
autores en cuanto a la evolucién de la etapa hepdti-
ca de la hematopoyesis en ratones, y por la otra, la
purificacién por centrifugacién en un gradiente dis-
continuo de Percoll y cultivo en un medio especial-
mente formulado para el mantenimiento de células
hepiticas. Hemos utilizado higados de embriones
de 18 a 21 dias de gestacién, lo que nos permitié
obtener células hepdticas libres de progenitoras he-
matopoyéticas (Figura 3 b y datos no mostrados).
El protocolo que aplicamos nos permitié obte-
ner dos fracciones disjuntas para los marcadores uti-
lizados, que denominamos: a) fraccién hematopoyé-
tica que contenfa células positivas para el poo/de an-
ticuerpos anti-células progenitoras hematopoyéti-
cas; y b) fraccién hepdtica que contenia células "he-
patocyte™, sin células positivas para el pool de anti-
cuerpos "anti-célula progenitora hematopoyética”.
Las células ovales en proliferacién comprenden
una poblacién heterogénea de células que incluyen
células en transito o progenitoras con distintos gra-
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dos de diferenciacién y que podrian ser incluidas co-

mo conjunto dentro del concepto de comparti-

miento de células ovales.” Segtin Potten, este con-
cepto se aplica si se considera una poblacién en la
que coexiste un nimero variable de tipos celulares,

y donde sélo el comportamiento promedio es el fo-

co de interés, no siendo relevantes ni la variabilidad

individual ni las fluctuaciones menores.” Asi es co-
mo el "compartimiento de células ovales” compren-
de a las células ovales propiamente dichas y otros ti-
pos celulares en transicién, con diferentes grados de
diferenciacién y caracteristicas morfoldgicas y fun-
cionales intermedias entre células troncales y células
hepiéticas maduras (hepatocitos y colangiocitos).”

Fueron obtenidas células positivas para los marcado-

res de células ovales OC2 y OC3, tanto en la sus-

pensién de células totales como también en la frac-
cién hepitica, ambas cultivadas durante cuatro dias.

Es interesante destacar que solo en la fraccién hepa-

tica cultivada se observé el desarrollo de otro tipo

celular, las llamadas células "tipo ovales", ubicadas
alrededor de las células ovales, formando colonias

pero de menor tamafo y con morfologfa similar a

ellas. A pesar de ser muy semejantes a las ovales, es-

tas células "tipo ovales" no expresaban los marcado-
res OC2 y OC3.

Si bien adn existen controversias en cuanto a la
nomenclatura de los distintos estadios de las células
troncales hepdticas y sus descendientes, > po-
demos distinguir tres estadios:

1. Célula troncal hepdtica: corresponde a las células
troncales propiamente dichas en el higado adul-
to, tienen todos los atributos funcionales de las
células troncales somdticas descriptos por CS Pot-
ten (indiferenciadas, capaces de proliferar, de au-
to-mantener la poblacién, de producir un gran
ndimero de progenies diferenciadas y funcionales,
y de regenerar el tejido luego del dafio).” Si bien
tienen un alto potencial proliferativo, en condi-
ciones normales se encuentran en estado quies-
cente en el canal de Hering y se activan ante esti-
mulos de dafio hepdtico grave o reiterado.

2. Compartimiento de células ovales: equivalentes a
las llamadas transient amplifing cell population.
Son células con alta capacidad proliferativa, capa-
cidad de automantenimiento limitada y estadio
de diferenciacién intermedio.

3. Células hepdticas inmaduras: corresponden a los
estadios mds diferenciados aunque inmaduros
aun. Su capacidad proliferativa es baja.

Estas células "tipo ovales" aisladas pertenecerian

.
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al compartimiento de las células ovales que, o bien
no han alcanzado aun el estadio en el cual expresan
estos marcadores, 0, por el contrario, estdn en un es-
tadio de diferenciacién mds avanzado en el que ya
no expresan estos marcadores. Hixson y col, estu-
diando la organogénesis hepdtica, relacionaron la
aparicién del marcador OC2 7z vivo, con un fenoti-
po migratorio de células troncales hepdticas tempra-
nas, antes de la aparicién de los ductos biliares. Es-
tos autores observaron que estas células perdian el
marcador antes de tomar contacto con el mesénqui-
ma portal, hecho que las conducirfa a células ducta-
les biliares.”" Esto explicaria la activacién/desactiva-
cién del marcador OC2 en células con fenotipos de
transicién iz vivo. La aparicién in vitro de células
OC2M6 | formando colonias rodeando a las células
OC2" y que derivarian de ellas durante el cultivo,
se explicarfa similarmente por cambios fenotipicos
como resultado de las condiciones de cultivo, parti-
cularmente por el uso de HGF como suplemento
del medio de cultivo.”

En este trabajo el aumento diferencial en el nd-
mero de células tipo ovales hallado durante el perio-
do de cultivo ensayado (4 dias) en presencia de
HGEF estarfa indicando un efecto estimulatorio de
dicho factor de crecimiento. El HGF fue descubier-
to en estudios de regeneracién hepética a través de
su participacién en numerosos caminos de sefializa-
cién, favoreciendo la activacién de las células tron-
cales hepdticas y la proliferacién de las células ova-
les. En condiciones patoldgicas su concentracién
plasmdtica se incrementa de 15 a 25 veces.” Tam-
bién en pacientes en falla hepdtica fulminante, los
niveles sanguineos de HGF estdn incrementados,
indicando en estos casos un importante papel en la
regeneracién hepdtica. En este trabajo la utilizacién
de HGF para el cultivo iz vitro podria asemejar las
condiciones de cultivo al microambiente que se ge-
nera en el higado con posterioridad a un dafo.

Aunque estas células tipo ovales pudieron ser
amplificadas significativamente durante el cultivo
en presencia de HGE no pudieron ser propagadas
cuando las colonias fueron separadas del medio am-
biente de siembra original en el que muy probable-
mente coexistian varias poblaciones celulares. Esto
indicarfa que tanto las células ovales como las tipo-
ovales requieren la presencia de sefiales paracrinas
provenientes de la poblacién mixta, siendo éste un
factor critico para la supervivencia celular.* Esto
sustenta el concepto de nicho como compartimien-
to heterogéneo de poblaciones celulares que expre-

san diferentes marcadores.”

La Thy-1 es una proteina de 25-37 kDa involu-
crada, mediante la participacién en multiples casca-
das de senalizacién, en la activacién de células T,
apoptosis, supresion de tumores, cicatrizacién y fi-
brosis. En este trabajo han sido halladas muy escasas
células Thy-1"° en la fraccién hepética cultivada
durante 4 dias, aunque siempre presentando doble
marcacién para OC2. Ha sido demostrado que cé-
lulas que expresan el marcador Thy-1 estdn presen-
tes en el nicho de células ovales iz vivo. Yovchev y
col hallaron una poblacién de células mesenquima-
les activadas después de un dafo hepdtico, aunque
también presentes en el higado normal, que se dife-
renciaron de las células stellate, miofibroblastos y
ovales residentes, pero se ubicaron rodeando a estas
tltimas. Estos autores atribuyeron a las células Thy-
1" Ja capacidad de producir sefiales inductivas y
factores de crecimiento dentro del nicho de células
ovales.*

La respuesta proliferativa que se produce después
de un dafo hepdtico, en general, responde a una si-
tuacién de "uno u otro", es decir, si se activa el com-
partimiento de células troncales (dafio severo), se in-
hibe la activacién de las células hepdticas diferencia-
das (dafio leve o moderado). Distintos trabajos han
proporcionado evidencia de que diversos factores de
crecimiento y citoquinas, como HGE TGF-a, EGE
FGE TNF-0, IL-6 y LIE modulan la proliferacién
de las células ovales durante la regeneracién hepdti-
ca post-injuria masiva.”* No obstante, estos facto-
res también participan en la regulacién de la proli-
feracién de los hepatocitos en respuesta a una inju-
ria leve a moderada.”

Concluimos que el aislamiento y caracterizacién
de células ovales motiva considerable interés no so-
lo para el estudio de la biologia de las células tron-
cales hepdticas, sino también por su potencial tera-
péutico, que incluye el trasplante celular, el desarro-
llo de sistemas bioartificiales de soporte hepético vy,
en general, las nuevas tecnologfas asociadas a la me-
dicina regenerativa y la ingenierfa de tejidos. Este
potencial podria ser util para el tratamiento de en-
fermedades hepdticas crénicas o agudas, proveyendo
quizds una solucién a la severa escasez de higados
donados. Los protocolos mds utilizados para el ais-
lamiento de células ovales contemplan la activacién
del compartimiento de células ovales por induccién
de dafo hepético. Debido a que las principales ca-
racteristicas de las células troncales radican en su po-
tencialidad y su plasticidad, la manipulacién de és-
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tas implica sin dudas un sesgo. La tecnologia pre-
sentada en este trabajo nos permitié aislar células
ovales en condiciones fisiolégicas sin induccién del
dafio hepitico. El desarrollo de este protocolo per-
mite capturar células ovales en el momento de su gé-
nesis, antes de anidar en su nicho donde permane-
cerdn durante toda la vida adulta. Este puede ser un
paso hacia la comprensién de la biologfa de las célu-
las troncales que permita futuras aplicaciones en el
campo de la medicina regenerativa.
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