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Resumen

La fibrosis hepatica resulta de ciclos repetidos de dafio hepatico y cicatrizacion. La cresta
neural es una estructura embrionaria de notable plasticidad, que contribuye con una gran
variedad de linajes celulares. Las células de la cresta neural (NCCs) emergen
tempranamente del techo del tubo neural y presentan una notable motilidad,
contribuyendo con diversos tejidos a distancia. Se desconoce en gran medida la
contribucidén de células derivadas de la cresta neural (NCDCs) y de células de la médula ésea

con células presentes en el higado, en la salud y en la enfermedad.

El objetivo de este trabajo fue analizar el rol de las NCDCs y de pericitos de la médula 6sea
durante la fibrogénesis y la regeneracion hepaticas, empleando diversas cepas de ratones
doble-transgénicos que permiten hacer trazado de linajes celulares in vivo (sistema Cre-
LoxP). En estos animales un gen reportero (YFP -proteina verde fluorescente- o Tom -
tomato-) se expresa Unicamente cuando el promotor de un gen especifico se activa en algun
momento del desarrollo. Se generaron dos modelos de fibrosis hepatica y un modelo de

regeneracion hepatica.

En animales controles (naive) de diversas cepas que permiten trazar NCDCs se detectd
contribucién con células de Schwann no mielinizantes residentes en el higado. En el higado
fibrético se observé un incremento en la incidencia de estas células de Schwann vy las
mismas presentaron una mayor complejidad en el nimero y longitud de sus procesos, lo

gue es indicativo de gliosis.

En ratones Wnt1¢;Rosa26™ se observd ademds una presencia rara de células Tom* con

fenotipo de hepatocitos (HLCs) y de células endoteliales. La fibrogénesis indujo un aumento



significativo en la incidencia HLCs y células endoteliales, distribuidas en diversos focos
dentro del parénquima hepatico. Estos datos sugieren un origen extrahepdtico de dichas
células. Nuestros estudios de trazado de linaje en estadios embrionarios y postnatales
utilizando diversas cepas de ratones transgénicos permitirian concluir que las HLCs y células
endoteliales Tom™* halladas en el higado fibrético no derivarian de la cresta neural sino de
células estromales (pericitos) Wntl* presentes en la médula dsea a estadios postnatales

tempranos.

En la médula dsea de animales adultos Wnt1¢;Rosa267°™, la mitad de las células trazadas
correspondieron a células estromales, tanto de tipo perisinusoidal (mdas abundantes) como
periarteriolar. Estas células expresaron Fibronectina, Desmina, Vimentina, GLAST y sélo las

periarteriolares fueron a-SMA*.

Se analizd la expresién de GLAST en el linaje glial de NCCs. Ademdas, en ratones
GLASTCeERT2.Rosa26™™ se caracterizd la contribucidén de células Tom* con células en la
médula ésea y el higado. En la médula ésea, sélo hubo contribucidén de células trazadas con
células estromales perisinusoidales o periarteriolares, aunque con una incidencia 10 veces
superior a la observada en animales Wnt1¢¢:Rosa26™™. En el higado fibrético de estos
animales, células estromales de la médula 6sea que a dia postnatal 2 (P2) expresan GLAST
contribuyen con un nimero similar de HLCs y células endoteliales Tom* al encontrado en
ratones Wnt1¢;Rosa267°™. Estos datos sugieren que los pericitos Wntl* presentes en la
médula dsea constituyen una subpoblacion de aquellos GLAST* y durante la fibrogénesis
tendrian la capacidad de movilizarse por la sangre hacia el higado y diferenciarse en HLCs y

células endoteliales.



Estos pericitos CD44* GLAST* trazados con Wnt1 mostraron tener propiedades de células
mesenquimales formadoras de colonias (CFU-Fs) y movilizarse desde la médula ésea hacia
el torrente sanguineo durante la fibrogénesis hepatica. Resultados similares, en relacion
con la movilizaciéon y contribucién de pericitos con HLCs y células endoteliales Tom*, fueron
hallados en ratones Wnt1¢;Rosa26™ y/o GLAST®tR72:Rosa267°™ (Tx P2) sometidos a una
hepatectomia parcial. Las HLCs Tom* coexpresaron diversos marcadores estromales.
Asimismo, pudimos confirmar el reclutamiento de pericitos GLAST* Wnt1* hacia el higado y
su diferenciacion en HLCs y células endoteliales mediante el trasplante de células
mononucleares de médula dsea (BMMCs) de ratones Wnt1¢¢;Rosa26'°™ en ratones

atimicos hepatectomizados.

En ratones Wnt1¢¢;Rosa267°™ la aplicacion in vivo del oligodesoxinucleétido (ODN) IMT504
indujo un aumento en la proporcién de CFU-Fs Tom*. La incubaciéon de células madre
mesenquimales (MSCs), provenientes de colonias Tom*, con IMT504 resulté en un aumento
en su capacidad de proliferacién y de movilizacién. Finalmente, la aplicacion in vivo del ODN
resulté en un mayor reclutamiento e incidencia de HLCs y/o células endoteliales en el

higado de ratones atimicos hepatectomizados.

En resumen, en el higado NCDCs sdlo contribuirian con células de la glia dando lugar a una
gliosis durante la fibrogénesis hepatica. Una subpoblacion de pericitos GLAST?, trazados con
Wntl, presentes en la médula ésea contribuyen con mecanismos regenerativos en el higado
lesionado, pudiendo originar HLCs y células endoteliales. Este hallazgo podria permitir

futuras estrategias terapéuticas en medicina regenerativa.



Abstract

Liver fibrosis results from repeated cycles of liver damage and scarring. The neural crest is
an embryonic structure of remarkable plasticity, which contributes to a wide variety of cell
lineages. Neural crest cells (NCCs) emerge early from the roof of the neural tube and have
remarkable motility, contributing to various tissues at a distance. The contribution of cells
derived from the neural crest (NCDCs) and bone marrow cells with the liver, in health and

disease, is largely unknown.

The objective of this work was to analyze the role of NCDCs and some bone marrow
pericytes during hepatic fibrogenesis and regeneration, using various strains of double-
transgenic mice that allow cell types to be traced in vivo (Cre-LoxP system). In these animals
a reporter gene (YFP -green fluorescent protein- or Tom -tomato-) is expressed only when
a specific gene promoter is activated at some point in development. Two models of liver

fibrosis and a model of liver regeneration were herein applied.

In control (naive) animals of various strains that allow tracing NCDCs, contribution with liver
non-myelinating Schwann cells was found. An increase in the incidence of Schwann cells
was observed in the fibrotic liver and these cells showed a greater complexity in the number
and length of their processes, which is indicative of gliosis. In Wnt1¢¢;Rosa267™ mice, a
rare presence of traced cells with hepatocyte (HLCs) and endothelial cells phenotypes was
also observed. Fibrogenesis induced a significant increase in the incidence of these cell
types, distributed in various foci within the hepatic parenchyma. These data suggest an
extrahepatic origin of these cells. Our lineage tracing studies at different embryonic and

postnatal stages made in various transgenic mice strains allowed us to conclude that Tom™*



HLCs and endothelial cells found in the fibrotic liver would not derive from the neural crest

but from Wnt1* stromal cells present in the bone marrow at early postnatal stages.

In the adult bone marrow of Wnt1¢;Rosa26"°™ animals, half of the traced cells consisted
of perisinusoidal (more abundant) or periarteriolar stromal cells. These stromal cells
expressed Fibronectin, Desmina, Vimentin, GLAST and only the periarteriolar pericytes were

a-SMA™,

GLAST expression in the glial lineage of NCCs was analyzed. In addition, the contribution of
GLAST* cells with cells in the bone marrow and liver was characterized using
GLASTC®ERT2:Rosa267°™ mice. In the bone marrow, there was only contribution of Tom* cells
with perisinusoidal or periarteriolar stromal cells, although with an incidence 10 times
higher than that observed in Wnt1¢;Rosa26’°™ animals. In the fibrotic liver of these
animals, our results suggest that bone marrow stromal cells that express GLAST on
postnatal day 2 (P2) contribute with a similar number of Tom* HLCs and endothelial cells
than those found in Wnt1¢;Rosa26™™ mice. These data suggest that Wntl1* pericytes
present in the bone marrow constitute a subpopulation of GLAST* stromal cells and would
have the ability to move towards the liver through peripheral blood and differentiate into

HLCs and endothelial cells, during fibrogenesis.

Moreover, in the fibrotic liver of GLAST<®tR72:Rosa26°™ (Tx P2) mice a similar increase was
found in the contribution of traced cells with HLCs and Tom* endothelial cells of

parenchymal localization to that found in Wnt1“¢;Rosa26™™.



These CD44* GLAST* pericytes traced with Wnt1 were shown to have properties of colony-
forming unit-fibroblasts (CFU-Fs) and to be mobilized from the bone marrow into the
bloodstream during hepatic fibrogenesis. Similar results, in relation to the mobilization and
contribution of pericytes with HLCs and Tom* endothelial cells, were found in
Wnt1¢¢;Rosa26™™ and/or GLAST®tR72:Rosa26™™ (Tx P2) mice subjected to partial
hepatectomy. HLCs coexpressed various stromal markers. The recruitment of GLAST* Wnt1*
pericytes to the liver and their differentiation into HLCs and endothelial cells was confirmed
in experiments of transplantation of bone marrow mononuclear cell (BMMCs) from

Wnt1¢¢;Rosa26°™ mice into hepatectomized athymic mice.

The in vivo application of the oligodeoxynucleotide (ODN) IMT504 induced an increase in
the proportion of CFU-Fs Tom*. Incubation with IMT504 of mesenchymal stem cells (MSCs)
obtained from a fraction of Wnt1* pericytes resulted in an increase in their proliferation and
mobilization capacity. Finally, the in vivo application of the ODN resulted in an increase in
the incidence of HLCs and/or Wntl-traced endothelial cells in the liver of hepatectomized

athymic mice.

In summary, NCDCs would only contribute to liver glia cells leading to a gliosis in the fibrotic
liver. A subpopulation of bone marrow GLAST* pericytes, traced with Wnt1, contribute to
regenerative mechanisms in the injured liver, originating HLCs and endothelial cells. These

findings might allow future therapeutic strategies in regenerative medicine.



Publicaciones

Durante el desarrollo de esta tesis se lograron las siguientes publicaciones:

Aquino JB, Sierra R. 2018. Schwann cell precursors in health and disease. Glia.

66(3):465-476. doi: 10.1002/glia.23262

Sierra R, Gomez Bustillo S, Kameneva P, Fiore EJ, Mazzone GL, Borda M, Blanco MV,
Usuardi C, Furlan A, Ernfors P, Alaniz L, Montaner A, Adameyko |, Aquino JB. 2020.
Contribution of neural crest and GLAST+ Wntl+ bone marrow pericytes with liver

fibrogenesis and/or regeneration. Liver Int. 2020 Feb 3. doi: 10.1111/liv.14401.

Fiore E, Malvicini M, Bayo J, Peixoto E, Sierra R, Atorrasagasti C, Rodriguez M, Gomez
Bustillo S, Garcia MG, Aquino JB, Mazzolini G. 2016. Involvement of hepatic
macrophages in the antifibrotic effect of IGF-1 overexpressing mesenchymal stromal

cells. Stem Cell Res Ther. 7(1):172.

Sierra R, Gdmez Bustillo S, Fiore EJ, Borda M, Mazzone G, Montaner A, Aquino JB.
IMT504 induces proliferation and movilization of a subpopulation of GLAST+ Wnt1+
bone marrow stromal progenitor cells with high developmental potential. In

preparation



Abreviaturas
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cluster de diferenciacién

célula estrellada hepatica

unidad formadora de colonia fibroblastica
CRE recombinasa

modificacion de Dulbeco del medio minimo esencial
dia embrionario

factor de crecimiento epidérmico
transicidn epitelio mesenquimal
receptor estrogénico humano

factor de crecimiento de fibroblastos
sistema monoxigenasa conteniendo flavinas
guanina

proteina 4cida fibrilar glial

green fluorescent protein
transportador de glutamato aspartato
hepatocarcinoma

factor de crecimiento de hepatocitos
hepatocyte like cells

heat shock protein

interleuquina 6

intraperitoneal

gen de la betagalactosidasabacteriana
sitio del bacteriofago P1

matriz extracelular

célula madre mesenquimal

nucleétido

cresta neural

célula de la cresta neural

célula derivada de cresta neural
pericito derivado de cresta neural
optimal cutting temperature compund



ODN oligodesoxinucleétido

ON over night

P2 dia post natal 2

PBS buffer fosfato salino

PDGFRa recepto del factor de crecimiento derivado de plagueta
PE phycoeritrina (fluorocromo)

PFA paraformaldehido

PLP1 proteolipid protein 1

Py pirimidina

Rosa26 Rosa 26 locus

rpm revoluciones por minuto

$100 proteina de unién al calcio

SCPs precursores de células de Schwann
Sox10 sex-determining region Y-box 10
T Timidina

TAA tioacetamida

TAE tris acetato EDTA

TNF factor de necrosis tumoral

Tom td-Tomato

Tujl tubulina

Tx tamoxifeno

w semana

Wntl wingless type 1 integration site

YFP yellow fluorescent protein



Indice

16



Indice

1. INTRODUCCION .....oooeieieiteteteticectete ettt sttt bbb bbbt s st et s s aetesnas 21
00 O =1 I o 14T Lo T PP PRSP 21
1.1.1. FAN O o] 4 1T T TP PP PP OPPRRR 21
1.1.2. [ 1 Lo [ =4 - F PSR 25
1.1.3. [ Yo o= 4= TSR 26
1.2.  Fibrosis y Cirrosis NEPALICA ....cccviii ittt e e e re e e s et e e e e e raeeeeeaes 29
1.2.1. FIDIOSIS .ttt et sttt ettt s e s b e e sab e s be e e saee e sabeeesareeas 29
1.2.2. L6114 o 1] PSPPSR OPPRPPOPPRPIN 33
1.2.3. Regeneracion NEPALICA......cocciiii i 34
1.2.4. TratamMUENTOS «oeeieeiie e 35
1.2.5. Modelos animales de fibrosis........c.ceeieeiieiiiiiiiee e 35
O T o [T o T 1 =Tl oo o[ - I USSPt 36
L4, CreSta NEUIAL...cii ettt ettt sttt et e sttt e sab e e s bt e sbee e st e e sbteesateesbeeenareea 37
1.4.1. Caracteristicas y contribucion con tejidos .....c..eeeveciieeiecieie e 37
1.4.2. Células derivadas de la cresta neural, células mesenquimales y fibrosis ................. 39
1.5.  Células madre MesSenqQUIMAIES......cc.uuiiiiciiiie it e e e e e e saaeeeeeans 40
1.5.1. CaraCteriZaACiON .. .ee ettt et ettt s be e s be e e sabeeenaee s 40
1.6, CAlUIas d& SCAWANN ....coiiiiiiiete ettt st e st esbee s sabe e sabeeesareenas 41
1.6.1. L L7 =(T o 41
1.6.2. Precursores de células de SChWanN ..........cooiiiiiiiiiiieieeeeeeee e e 42
1.7, PEIICITOS coeeiiiiiiiiiiitic et s aa e 43
R T N e 2= To o I o [ [ o - | RPN 44
1.8.1. Metodologia de trazado de liNAjJe .......ccueeeiieiiiei e e 45
1.8.2. Caracteristica de un trazador de liN@Je .......coccveeeeeciiee et 46
1.8.3. Marcacion celular por recombinacidn genética........ccccoceeeeecieeecciiiee e, 46
1.8. L. WNE ettt ettt ettt ne s 50
1.8.2.  INESHINA T 1.ttt etttk b ettt n s 50
1.8.3.  Glast oI e ettt et aeae s nennens 50
L8, PP T 2 ettt 50
1.8.5.  SOXLO o RTZ ettt ettt e ettt aese s neenens 51
1.8.6. (00T o [ €= o To ] <] - [ 51
1.9.  Oligonucledtido IIMTS04 .....cccccuiieeeeiieee et et e ettt e e e etae e e e sbte e e s ebteeessbeaeessnstaeeesseneasanns 52
2. HIPOTESIS .ttt ettt e e e e e e bttt e e e e e s e ans bttt e e e e e e s annreeeeeeeeesannnsreeeeaeeanns 54

17



3.

OBJETIVOS ..ttt ettt et e ettt e e e e s s bbbttt e e e e e e e b ebeeeeeeeeesaabbbeeeeeeseasnnreaeaeaessssaannes 56
I B 0 o}y 1Yo I = LT o 1=T - | USRI 56
I A O o} 1Yo I =Ty =Y o ole L USRI 56

MATERIALES Y METODOS. ...ttt sttt ettt ettt st st b e bt sbe e s saeeeteesbeesaeesanesane 59
4.1. Cepas de ratOn Utilizadas........cccecuueieeiiiiieeciie e e e 59
4.2. Cruzas realizadas para el trazado de lIN@je......ccccvueeiiiiiiieieiiiiee e 59

4.2.1. INAUCCION CON tAMOXIFENO ..ccuviiiiiieeiie ettt 61

4.2.2. LCT=Ya Yoy 1'o]) {ToF= T Lo o IR U UPRPN 62
4.3. Desarrollo de modelos de fiBrosis .........ceveeriiiieriiiiieneerc e 63
4.4, Perfusidn de animales y preparacion de MUESLIas .......cccceecvveeeeecieeeeccieee e eiee e e 65
T Y[ (o [o T =To'a] o T o T = o o TS PP 66
4.6. Tratamiento con el oligonucledtido IIMTS504 ..........oeieiiiieeeiiiee e ee e 66
4.7, INMUNOFIUOIESCENCIA .euvieiiieiiiee ettt b e s st et ee e 67
L B 01 o] o Y=Y o = e [T 1 [0 o TP 70

4.8.1. Células NO PAreNQUIMALICAS ....vvveeeiciieeeieiiee e ceieeeeeeree et e e e sbee e e s sbee e e e ssbaeeeesraeeeenans 70

4.8.2. Células PareNQUIMALICAS ...ueiiicuiieeiiiiiee et e e sbee e e e s sbae e e e sbaeeeeeans 71

4.8.3. Células mononucleares de medula 8Sea.........ccoceviriieriiiiinieenieeeeee e 72

4.8.4. Células mononucleares de sangre Periférica .......cccccceeevcieeeeccieee et 73
4.9. Ensayos de células mesenquimales formadoras de colonias (CFU-FS)........ccccceeeevveeennnen. 74
(O B T=Y o - Yot o] o - PSPPSR 75
7t T T o Tol (oY Y=Yyl o1y o] o Y- o= 1 PRSP 76

4.12. Diferenciacién in vivo de células Wnt*de la médula 6sea en HLCs y células endoteliales 77

4.13. Proliferacién de células de médula 6sea Wnt inducidas con IMT504 ..........cccceerieriieennenne 78
4.14. Ensayo de Herida de células de médula dsea Wnt inducidas con IMT504........................ 78
4.15. Ensayo de induccion de Wnt1l en cultivos primarios de pericitos trazados de ratones
Wnt1¢;Rosa26™™ mediante empleo de IMT504 ..........cveverieeereieeeeeeeeeeeceeeeeee e ere e esesseseeeneas 79
4.16. ANALISiS @STATISTICO..c.ueetieiuiieii ettt bttt ee e 79
RESULTADOS ...ttt ettt e e e e e ettt e e e e e e s be et e e e e e e e e e snbeateeeeeeaaannreneeeeeesaannnreneeeas 81
5.1. Desarrollo del modelo de la fibrosis hepatica ........cccccevevciiiiieiiieeccie e, 81

5.2.  Contribucidn de células Wnt1* a la fraccion de células no parenquimaticas durante la

LT Lo T eIy N Y=Y o F- 1 4 [or- U PPRRSTRR 82
5.3.  Contribucidn de células Wnt1* a la fraccién de células parenquimaticas en el higado

L <0 YA ol PSP P TP PRSPPI 89
5.4. Contribucion de células Wnt1* ala médula dSea ........cooeeveiniiniiiiiiiieeeeesee e 93
5.5.  Pericitos GLAST* de médula ésea, una fuente de células endoteliales y de HLCs............. 95



8.

5.6. Contribucion de células trazadas con GLAST ala médula 6Sea......ccceeeeeeeveeeeeceeeeeeeenen 100

5.7. Las células Wnt1* de la médula ésea movilizadas por sangre periférica son pericitos
GLAST" con propiedades de células progenitoras........ccceeeeecuieeeeiiieeeeciieee e e e e 102

5.8. Pericitos trazados con Wntl en la médula dsea se movilizan en un modelo de
hepatectomia PArCIal ...oui it e e raee e s 105

5.9. Contribucidon de pericitos GLAST" al perfil celular del higado en un modelo de
hepatectomMia PArCIAl ....ooi ittt e e et e e e e raaa e e e e naaaeea s 109

5.10. Diferenciacidn in vivo de pericitos de la médula dsea trazados con Wnt1 en células tipo-
hepatocitos y CElulas eNdOteliales ........euvieeiiii i 111

5.11. Efecto del oligonucledtido IMT504 sobre los pericitos GLAST* de la médula dsea trazados
(oo T IR T) Y o | o RO PP P PPPT R RPPPP 117

5.12. Efecto de IMT504 sobre la proliferacion de MSCs obtenidas a partir de pericitos trazados
(oo TV 2| o1 PR UPUPE 120

5.13. Efecto de IMT504 sobre la movilizacion de MSCs obtenidas a partir de pericitos trazados
CON WWINEL Lo e 123

5.14. Efecto del IMT504 sobre la activacion del promotor de Wnt1 en pericitos de la médula
(ol W (o U E- P4 (o [o I o =VA =11 4 1T 0 Y SRS 124

5.15. Efecto de IMT504 sobre la diferenciacidn in vivo de pericitos de la médula dsea trazados

con Wntl en células tipo-hepatocitos y células endoteliales........cccccvveveeeiieeeiiiiieeeee e, 125
DISCUSION ...ttt ettt bttt bttt et s s sttt s s s st b et e s s s s aeaesesananas 131
CONCLUSIONES ..ottt ettt ettt e e et e e e te e et e e etae e ebeeeeateesbeeeateeesabesensaeesaseeesesennreesnses 144

7.1.  Contribucidon de células trazadas con Wnt1 al perfil celular del higado durante el
ESAITOIIO .ttt ettt e s b e e s be e e sab e e s bt e s bte e s beeeate e sabeesbeeesabeesares 144

7.2.  Contribucidon de células trazadas con Wnt1 con la fraccion de células no parenquimaticas

del higado durante la fibrogénesis hepatica........ccccceeeiiiiiccciiii e 144
7.3.  Contribucidn de células trazadas con Wnt1 a la fraccién de células parenquimaticas

hepaticas durante la fibrogénesis NEPALICA ........c.uvviieciiie e 145
7.4. Contribucién de células trazadas con Wnt1 con células de la medula ésea................... 145
7.5.  Pericitos GLAST* de médula ésea, una fuente de células endoteliales y de HLCs........... 145

7.6.  Las células trazadas con Wnt1 movilizadas de la médula dsea son pericitos GLAST* con
propiedades de células mesenquimales formadoras de colonias .........cccoccveeeeciieeeecciieeeecineenn, 146

7.7.  Contribucidn de pericitos de la médula ésea trazados con Wnt1 con células del higado en
un modelo de hepatectomia Parcial ... 146

7.8.  Diferenciacidn in vivo de pericitos trazados con Wnt1 en HLCs y células endoteliales .. 147

7.9. Efecto del oligonucledtido IMT504 sobre células estromales de la médula dsea trazadas
CON WINEL oo s 147

BIBLIOGRAFIA ..ottt sttt st s st 151

19



Introduccion

20



1. INTRODUCCION
1.1. El higado

1.1.1. Anatomia

El higado es la glandula mas voluminosa del organismo (corresponde al 2,5% del peso
corporal de un adulto) y es de suma importancia por su diversa actividad metabdlica.
Produce una sustancia denominada bilis que contiene desechos de eritrocitos y algunas
sales que permiten la digestién de lipidos al nivel del intestino delgado, donde es liberada.
Entre las funciones principales del higado se encuentran el almacenamiento y/o produccién
de energia para el organismo a través del metabolismo de lipidos, proteinas e hidratos de
carbono, y la detoxificacién y eliminacién de moléculas nocivas. Esta ubicado en la parte
superior del abdomen, en el hipocondrio derecho, debajo del diafragma, protegido por la
parrilla costal. Se situa por encima del estdmago, rifién derecho e intestino delgado. Estd
recubierto por una capsula de tejido conjuntivo fibroso, llamada capsula de Glisson y posee
una cubierta serosa, denominada peritoneo visceral, que rodea la capsula, excepto en los

sitios donde la glandula se encuentra en contacto con otros drganos 2.

El higado esta dividido anatémicamente en dos Iébulos principales (anterior derecho e
izquierdo), separados por el ligamento falciforme, y dos I6bulos mas pequeios (cuadrado y
caudado), ubicados en la parte dorsal. Es un érgano muy irrigado, con sangre aportada por
la vena porta y la arteria hepdatica. En cortes histolégicos, estas estructuras, junto con los
conductillos biliares, pueden ser observadas en los espacios portales. El mayor caudal
sanguineo del tejido hepatico proviene de la vena porta, que transporta sangre desde el

tracto intestinal, con compuestos absorbidos durante el proceso de digestion y una baja
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concentracion de oxigeno. La arteria hepatica, por otra parte, contribuye con sangre

oxigenada 3 (Figura 1).
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Figura 1: Estructura anatomica del higado (obtenido de https://www.saludalia.com/atlas/aparato-
digestivo)

Los l6bulos hepaticos estan divididos en lobulillos, que son las unidades estructurales y
funcionales del higado. Tienen un aspecto hexagonal, en los que los hepatocitos, células
parenquimaticas que contribuyen con el 70% de las células del érgano, se distribuyen en
fasciculos orientados radialmente hacia el centro, donde se encuentra la vena central o
centrolobulillar. Las venas centrolobulillares confluyen dando lugar a las venas hepaticas
que terminan drenando su contenido en la vena cava inferior. Los distintos fasciculos de
hepatocitos estan separados entre si por capilares sinusoidales, que son perfundidos desde
la periferia de los lobulillos hepaticos hacia la vena central. La sangre rica en nutrientes de
la absorcidn intestinal y pancredtica (aportada por la vena porta) y la sangre mds oxigenada

(de la arteria hepatica) se mezclan en los sinusoides hepaticos. Los hepatocitos se unen
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entre si mediante uniones estrechas que delimitan los canaliculos biliares. Los hepatocitos
liberan la bilis hacia la luz de los canaliculos. Esta luz se continula, hacia la periferia de los
lobulillos, en los conductillos biliares que se encuentran recubiertos por células epiteliales
llamadas colangiocitos. Los conductillos biliares confluyen en conductos biliares de mayor
didametro y finalmente en el tracto biliar extrahepatico. Este tracto se une al conducto cistico
que proviene de la vesicula biliar y juntos forman el conducto colédoco, que desemboca en

el duodeno®.

Durante el desarrollo embrionario, el higado se origina como una evaginaciéon endodérmica
de la pared del intestino anterior (Figura 2). El primordio del higado aparece en la primera
mitad de la tercera semana del desarrollo en el humano. Dicha evaginacién o prominencia,
denominada diverticulo hepdtico, estd compuesta por células en rapida proliferacién que
penetran en el tabique transverso. Las células del diverticulo dan origen a los hepatocitos.
Las células hematopoyéticas (presentes en el higado durante el desarrollo embrionario), las
células de Kupffer (macréfagos especificos del higado que integran la pared del sinusoide,
originados en el saco vitelino) y las células de tejido conectivo se desplazan a través del
mesodermo del tabique transverso. El pediculo original del diverticulo se convierte en el
conducto biliar comun (colédoco) y un brote de éste da origen al diverticulo cistico del que

se forman la vesicula biliar y el conducto cistico.
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Figura 2: Embrién humano. El higado se expande caudalmente hacia el interior de la cavidad
abdominal (tomado de Sadler TW, 1988°).

En la décima semana del desarrollo, el higado contribuye con el 10% del peso corporal total:
esto se debe en primer lugar al desarrollo de los sinusoides y en segundo, a su funcion
hematopoyética. Focos de células hematopoyéticas en proliferacion se localizan entre los
hepatocitos y las paredes de los vasos. La actividad hematopoyética hepatica desaparece
de manera gradual en los ultimos dos meses de vida intrauterina, quedando al momento

del nacimiento pequefios islotes hematopoyéticos.

Hacia la semana doce de gestacion, el higado comienza a producir la bilis. A esa altura del
desarrollo embrionario, tanto el conducto gastrointestinal como la vesicula biliar y el
conducto cistico se encuentran desarrollados y este ultimo se encuentra unido con el

conducto hepatico, conformando el conducto colédoco®.
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1.1.2. Histologia

Entre los componentes estructurales del higado se encuentran los siguientes:

Parénquima: consiste en trabéculas de hepatocitos bien organizadas, que en el adulto
normalmente tienen una sola célula de espesor, separadas por sinusoides. En los nifos de

hasta 6 afos los hepatocitos se distribuyen en trabéculas de dos células de espesor.

Estroma de tejido conjuntivo: se continta con la cdpsula fibrosa de Glisson. En el estroma

conjuntivo se encuentran vasos sanguineos, nervios, vasos linfaticos y conductos biliares. !

Capilares sinusoidales (sinusoides): son los vasos sanguineos situados entre las trabéculas
hepaticas. Presentan fenestraciones y membrana basal discontinua: proteinas y gotas

lipidicas pasan libremente, a través de estos poros, hacia y desde el espacio perisinusoidal.?

Espacio perisinusoidal (espacio de Disse): region situada entre el endotelio sinusoidal y los
hepatocitos. Alli se localizan microvellosidades de los hepatocitos y las células de Ito o

células estrelladas hepaticas (HeSCs), de origen mesodérmico.*

El lobulillo hepatico clasico es la unidad estructural y funcional del higado. Posee una
estructura hexagonal y se organiza alrededor de la vena central. En sus vértices se localizan
los espacios porta, formados tipicamente por la arteria hepatica, la vena porta y el conducto

biliar (Figura 3).

El parénquima hepatico, localizado entre los espacios porta y la vena centrolobulillar, esta
conformado principalmente por hepatocitos. Los hepatocitos Ilevan a cabo la mayoria de
las funciones metabdlicas y biosintéticas y eliminan las sustancias tdxicas en circulacion.

Dentro del espacio de Disse, las células de Ito o células estrelladas hepaticas, cumplen
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funciones relacionadas con el almacenamiento y metabolismo de la vitamina A. En el

contexto de un dafno e inflamacion tisulares, estas células se diferencian en miofibroblastos,

cumpliendo un rol clave en el proceso de fibrosis. Ademas, formando parte de la pared de

los sinusoides se encuentran las células de Kupffer, o macréfagos hepaticos, que tienen

como funcién la eliminacidn de células envejecidas y proteinas de la sangre. Las células de

Kupffer se asocian a respuestas inmunoldgicas y estan involucradas en mecanismos

proinflamatorios, jugando un rol importante en el proceso de fibrosis®.
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Figura 3: Microarquitectura hepatica. Representacion estructural del higado, y las células que lo
componen (modificado de Mandana Khalili & Blaire Burman’)

1.1.3. Fisiologia

El higado es un drgano clave en el metabolismo corporal y cumple muy diversas funciones.

Algunas de las mas importantes son?:

Intercambio de moléculas con la sangre y regulacion de la presidn coloidosmética.

Funciones vasculares: el higado actiua como reservorio de sangre, ya que almacena

el 10 % del volumen de sangre total. Puede captar sangre si la volemia fuese alta, o

26



suplirla si fuera baja.

Metabolismo de los hidratos de carbono, proteinas, grasas, hormonas y compuestos

guimicos extrafios:

1. Metabolismo de carbohidratos: El higado es el principal responsable de la
homeostasia de los hidratos de carbono. Cuando la concentracion de glucosa en
sangre se incrementa, el higado remueve el exceso por la via de la sintesis de
glucdégeno, glicdlisis y lipogénesis. Cuando se produce un déficit de glucosa en
sangre, el higado incrementa la glucemia por la via de la glucogendlisis y

gluconeogénesis.

2. Metabolismo proteico: Tras la alimentacién, el higado capta aminodcidos de la
circulacién portal y los cataboliza para su posterior utilizaciéon en la sintesis de
proteinas estructurales y plasmaticas. Asimismo, es capaz de llevar a cabo la
deaminacién de los aminodcidos a fin de utilizar las proteinas como fuentes de
energia. Por otra parte, también sintetiza urea a partir del amoniaco generado
tanto en los rifiones como en las bacterias intestinales, para su posterior
excrecion.

3. Metabolismo de los lipidos. Aunque el metabolismo de las grasas puede ocurrir
en casi todas las células, algunos de sus procesos se producen con mayor rapidez
en las células hepaticas.

Formacion de bilis: principal via de excrecion de bilirrubina, colesterol y otros

productos del metabolismo orgéanico. Las sales biliares permiten la digestién de

grasas y su adsorcion junto con vitaminas liposolubles.

27



e Depdsito de hierro y vitaminas

e Sintesis de factores de coagulacién.

El sistema de sinusoides hepaticos transporta una mezcla de sangre proveniente de la vena
porta (70%) y de la arteria hepatica (30%) hacia la vena central. Posee un elevado flujo
sanguineo y resistencia vascular reducida. Esta viscera posee un flujo linfatico considerable
debido al pasaje libre de plasma sanguineo hacia el intersticio del espacio de Disse. Por lo
tanto, la linfa drenada por el higado contiene una concentracién de proteinas préoxima a 6

g/dl, ligeramente menor a la plasmatica (80% de su concentracién)?.

El higado tiene una gran capacidad regenerativa, incluso después de una pérdida
importante de masa hepatica funcional, luego de una hepatectomia parcial o una lesién
hepatica aguda. La hepatectomia parcial, de hasta el 70% de la masa hepatica, hace que los
I6bulos restantes se expandan hasta que el higado recupera rapidamente su tamano
original®. Durante este proceso, los hepatocitos entran nuevamente en ciclo celular y
proliferan hasta alcanzar la masa parenquimatica requerida para las funciones metabdlicas
del organismo; con posterioridad, estas células vuelven a su estado de quiescencia. En los
mecanismos regenerativos existe también contribucién de las células madre hepaticas o

células ovales.

Los hepatocitos tienen también la capacidad de eliminar y depurar fdrmacos, hormonas y

otras sustancias®.

28



1.2. Fibrosis y cirrosis hepatica

1.2.1. Fibrosis

La fibrosis es consecuencia de diversos ciclos de cicatrizacion, como consecuencia de
repetidas lesiones hepaticas, y resulta en un significativo remodelado tisular. Se caracteriza
por la acumulacién excesiva de matriz extracelular (MEC), caracterizado por la presencia de
abundantes fibras colagenas (Figura 4). La cirrosis es el estadio final de la fibrosis hepatica,
siendo la primera causa de transplante hepdtico. No existe ningln otro tratamiento médico
alternativo que sea eficaz para esta enfermedad, siendo limitado el nUmero de donantes de
organos®. Una de las complicaciones mds frecuentes asociadas a esta patologia es el
hepatocarcinoma, el 52 tipo de cdncer mds comun y la 22 causa de muerte por cdncer a
nivel mundial*!. La cirrosis es la causa mas creciente de morbilidad y mortalidad en paises
desarrollados, siendo la causa 142 de muerte a nivel mundial y 42 en Europa central. El gran

desafio en la actualidad es evitar la necesidad del transplante hepatico®?.

Si el estimulo de la lesidén hepdtica es eliminado tempranamente se activa un mecanismo
de fibrindlisis, caracterizado por la degradacién de esta matriz!3. Sin embargo, cuando el
agente causante de las lesiones persiste, se estimula nuevamente la inflamacién la que es
seguida posteriormente por un proceso de fibrogénesis'*. El dafio crénico termina por
afectar la microestructura del parénquima hepdtico, lo que evoluciona hacia el desarrollo
de la cirrosis, caracterizado por la formacién de numerosos anillos fibréticos completos

alrededor de los lobulillos hepaticos.

El sitio de acumulacién de MEC depende del estimulo que causa el dano: en la fibrosis

causada por el alcohol, el aumento de MEC se observa principalmente en los sinusoides
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hepaticos; mientras que en la fibrosis no alcohdlica, es observado principalmente en
cercania de las venas centrolubulillares y en la cirrosis biliar (o causada por infecciones con
virus de la hepatitis), se localiza preferentemente en la zona periportal®®. La acumulacién
de matriz impide el correcto paso de nutrientes desde los sinusoides a los hepatocitos y

viceversa, generando una disfuncién hepatica.

SANO FIBROSIS CIRROSIS

Figura 4: Evolucidon de la fibrosis. Lesiones hepaticas repetidas llevan al reemplazo de tejido
funcional por tejido conectivo y acumulacion de fibras colagenas. La cirrosis se caracteriza por la
presencia de nédulos de regeneracion, rodeados por anillos completos fibrosos. Adaptado de
https://hepatitis2000.org/

En el proceso fibrogénico, una lesién hepatica se caracteriza por la induccién de la
apoptosis/necrosis de hepatocitos!®. La muerte hepatocitaria induce posteriormente un
proceso proinflamatorio. Ante una apoptosis masiva de hepatocitos, la capacidad de las
células fagociticas para eliminar de manera efectiva y rapida las células muertas se ve
superada, por lo que sus restos se acumulan y posteriormente tiene lugar una autdlisis de
cuerpos apoptodticos, con liberacidn de sus contenidos proinflamatorios. Ademas, se ha
demostrado que la absorcién de cuerpos apoptéticos por las células de Kupffer, los
principales fagocitos en el higado, aumenta la expresiéon de los ligandos de muerte,
especialmente del ligando de Fas y de la citoquina proinflamatoria TNF-a, acelerando asi la
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apoptosis de hepatocitos y estimulando la inflamacidon?’. Aunque su capacidad absortiva es
menor que la de las células de Kupffer, las células estrelladas hepaticas estan
anatdmicamente mejor situadas para fagocitar cuerpos apoptdticos que las células de
Kupffer. La activacion persistente de las células de Kupffer da como resultado la
exacerbacion de la apoptosis de los hepatocitos, la inflamacion hepatica, la activaciéon
sostenida de células estrelladas hepaticas y la progresidn a cirrosis hepatica (Figura 5).
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Figura 5: Representacidn esquemadtica de los mecanismos moleculares implicados en el modelo
propuesto que vincula la apoptosis de hepatocitos y la fibrosis hepatica (tomado de Guicciardi &
Gores, 2005).

Asuvez, las células estrelladas hepaticas activadas secretan quimioquinas inflamatorias que
activan a las células de Kupffer, induciendo en estas ultimas la expresidon de moléculas de
adhesion y/o estimulando el sistema inmunolégico, mediante secrecién de moléculas pro-

inflamatorias y mecanismos de presentacion antigénica. Por lo tanto, existe un circuito de
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retroalimentacién positiva a través de que las células inflamatorias y fibrogénicas se

estimulan mutuamente para amplificar la fibrosis.

En condiciones normales, las células estrelladas hepaticas representan alrededor de un 8%
del parénquima hepatico. Su principal funciéon es la de reservorio de vitamina Ay retinoides
y de recambio de la MEC*®. En el contexto de desarrollo de fibrosis, estas células pierden las
inclusiones de vitamina A y adquieren propiedades de miofibroblastos, aumentando la
expresion de proteinas con funciones contrdctiles (como la alfa-actina de musculo liso, a-
SMA), inflamatorias, proliferativas, migratorias y profibrogénicas. Las células estrelladas
hepaticas activadas migran hacia el sitio de lesién y aumentan la produccion de colagenoy
de otros componentes de la MEC. El desarrollo crénico de este proceso, genera la inhibicidn

del proceso de degradacidn de coldgeno®®2! (Figura 6).
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Figura 6: Cambios fenotipicos que tienen lugar en el parénquima hepatico durante la fibrogénesis.
Se observan sucesivamente los siguientes procesos: muerte hepatocitaria, infiltrado leucocitario y
activacion de HeSCs y de células de Kupffer. Como consecuencia, se incrementa la MEC en el espacio
perisinusoidal, el endotelio pierde sus fenestraciones y los hepatocitos pierden sus
microvellosidades usualmente extendidas hacia el espacio de Disse (adaptado de Bataller &
Brenner, 2005°).
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1.2.2. Cirrosis

La cirrosis hepatica se asocia con un aumento significativo en la resistencia al flujo
sanguineo. Luego de ciclos progresivos de lesidn y cicatrizacién, y en un estado avanzado
de la enfermedad, los hepatocitos proliferan generando nédulos en regeneracién, rodeados
por anillos de tejido cicatricial caracteristicos de la cirrosis. Se produce entonces un
aumento en la resistencia al flujo de sangre portal que resulta de la combinacién de
desequilibrios estructurales asociados con la enfermedad hepdtica avanzada, tales como
algunas anormalidades funcionales endoteliales y un tono vascular hepatico aumentado. Se
produce también vasodilatacién esplacnica como una respuesta adaptativa a los cambios
en la hemodinamia hepatica. Esto ocurre como un intento de corregir la hipertensiéon
portal'2. Esta descripcién general del proceso es comun a las distintas etiologias que causan
la fibrosis/cirrosis, tales como la hepatitis, el consumo crénico de alcohol o el exceso de
acumulacién de grasas en el higado y la posterior inflamacidn hepdtica denominada

esteatohepatitis no alcohdlica °.

La cirrosis suele presentarse en pacientes entre 40 y 70 anos de edad y, en general, los
pacientes suelen permanecer en este estado asintomatico durante meses o incluso anos
(cirrosis hepatica compensada)??. En ocasiones, su diagndstico es casual ante hallazgos
como hepatomegalia, ictericia, esplenomegalia, estigmas cutaneos de hepatopatia crénica
o alteraciones de los valores de laboratorio (descenso del valor de plaquetas o alteraciones
en las pruebas de coagulacidn, entre otras). A medida que la funcion hepdtica se deteriora,
se pueden presentar una o mds complicaciones mayores (cirrosis hepatica
descompensada). Estas complicaciones consisten en la presencia de ascitis, hemorragia por

varices esofago-gastricas, encefalopatia hepatica o hepatocarcinoma (HCC).

33



Particularmente, el riesgo de padecer HCC aumenta considerablemente en pacientes con
cirrosis. Algunos trabajos, muestran un incremento de mas de 20 veces en la incidencia del
HCC luego de establecida la cirrosis, por lo que el HCC se posiciona como la principal causa

de muerte en pacientes con cirrosis?3.

Histéricamente, la fibrosis hepatica se considerd un proceso pasivo e irreversible, causado
por el colapso del parénquima hepatico y su sustitucion por tejido rico en colageno. Hacia
el aio 1970, algunos reportes clinicos comenzaron a sugerir que la fibrosis hepatica podria
ser reversible. En 1980 se descubrid que las células estrelladas hepaticas, descriptas en 1876
por von Kupffer, son las principales responsables de la produccidn y deposicion de las fibras
coldgenas en el higado fibrético. Otras células, tales como miofibroblastos portales y células

originadas en la médula dsea, han también demostrado potencial fibrogénico®.

1.2.3. Regeneracién hepatica

El higado se caracteriza por una capacidad singular para regular su tamano. Esta propiedad
bioldgica es especialmente notable ya que los hepatocitos son células completamente
diferenciadas/especializadas y estan en quiescencia (en Go, fuera del ciclo celular). Ademas,
tienen una baja tasa de recambio y un tiempo de vida prolongado. La masa hepatica se
caracteriza por una relacién constante con respecto al tamafio corporal del individuo. Las
disminuciones de la masa funcional hepdtica producidas, por ejemplo, por una
hepatectomia parcial (ablacién de uno o varios l6bulos) o lesiones hepaticas se corrigen
rapidamente mediante la replicacion de los hepatocitos. La regeneracion también requiere

de la restauracién de la MEC necesaria para la orientacion de los hepatocitos. Algunos de
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los factores troficos identificados como de importancia para la regeneracion del higado son

el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el de crecimiento hepatocitario (HGF)?.

1.2.4. Tratamientos

El trasplante hepatico es la primera opcién de tratamiento, con frecuencia la Unica, de
pacientes con falla hepatica aguda, enfermedad hepatica terminal y hepatocarcinoma. El
trasplante no suele curar la enfermedad de base, y en porcentajes variables de pacientes es
frecuente la recurrencia de la enfermedad. Por lo tanto, la decision de colocar a un paciente
en la lista de espera para trasplante debe analizarse minuciosamente considerando
diferentes pardmetros que refieren a los beneficios potenciales. La presencia de cirrosis no
es causa suficiente para proceder a un trasplante. Generalmente, éste se indica si el
paciente ha sufrido una hipertension portal o manifiesta signos de compromiso de la
funcion hepatica. En Argentina existen 7,96 donantes por cada millon de habitantes, y unas
7682 personas se encuentran en lista de espera para un trasplante, numero que crece a
medida que surgen nuevos pacientes susceptibles de ser trasplantados (INCUCAI, 2018).
Por lo tanto, se requiere el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para tratar y

prevenir la cirrosis hepatica.

1.2.5. Modelos animales de fibrosis

Los modelos animales de fibrosis permiten entender la fisiopatologia de la fibrogénesis
hepatica y son herramientas Utiles para determinar la efectividad de nuevos tratamientos.
Debido a la diversidad de enfermedades hepdaticas que resultan en una fibrosis y al no existir
un uUnico modelo animal que reproduzca exactamente lo que ocurre en humanos, la

aplicaciéon de diversos modelos permite la obtencidén de informacidon complementaria. Un
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modelo murino utilizado de toxicidad croénica es el inducido por tioacetamida (TAA). La TAA
es conocida como un potente agente hepatotdxico. Una vez administrado, este compuesto
es bioactivado por el citocromo p450 y/o por el sistema monoxigenasa conteniendo flavinas
(FMO) que lo convierte en TAA-S-Oxidos, los cuales generan la necrosis hepatocitariaZ®. Su
efecto sobre los hepatocitos se debe, en parte, a la induccién de cambios en la
permeabilidad celular, incremento de los niveles de Ca?* e inhibicién de la actividad
mitocondrial en el hepatocito?>. La aplicacion crénica de TAA induce una fibrosis
preferentemente pericentral con eventual formacidn de puentes entre venas centrales y

porto-portales?®?7,

Otro modelo experimental de fibrogénesis hepatica ampliamente empleado es el de la
ligadura del conducto colédoco. En este modelo se produce, mediante compresion continua
con hilo de sutura, una obstruccién quirdrgica extra-hepatica del flujo de bilis hacia el
duodeno. Entre los mecanismos de dafio hepatico en este modelo se cuenta la acumulacién
de acidos biliares que estimulan la apoptosis y la necrosis de los hepatocitos, afectando
primeramente a colangiocitos?®. Asimismo, se ha demostrado que los acidos biliares
estimulan el estrés oxidativo y aumentan la produccion de TGF-B1 y colageno?. El dafio se
produce principalmente en el drea periportal. En ratén, luego de unos 16 dias puede

observarse una fibrosis periportal con formacion de puentes de fibrosis porto-portales°.

1.3. Hepatectomia

La capacidad de los hepatocitos para ingresar al ciclo celular y regenerar el higado después

de la pérdida de tejido proporciona un modelo in vivo para estudiar la regulacién de la
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proliferaciéon y la regeneracion de érganos. La extension de la proliferacién de hepatocitos

es directamente proporcional a la cantidad de tejido hepatico extraido3?.

La sorprendente capacidad de regeneracién del higado se demuestra mas claramente con
el modelo experimental de hepatectomia parcial de dos tercios en ratas, que fue iniciado
por Higgins y Anderson en 193132, En este modelo, el 70% del higado se extirpa
quirargicamente en ratas o ratones. Los |8bulos hepaticos residuales restauran la masa
hepatica original aproximadamente una semana después de la cirugia, aunque los lébulos

resecados nunca vuelvan a crecer33.

1.4. Cresta neural

1.4.1. Caracteristicas y contribucion con tejidos

La cresta neural (NC) es una poblacién transitoria de células multipotentes con alta
capacidad migratoria que se delaminan del techo del tubo neural durante el desarrollo. La
NC se caracteriza por su notable plasticidad (capacidad para originar células de muy
diversos linajes) y su alta motilidad (capacidad migratoria, que le permite contribuir con
tejidos presentes en sitios muy distantes al de su origen). La NC se origina en los margenes
laterales de la placa neural, como resultado de la induccién mediada por factores
producidos por la placa neural y por el ectodermo no neural adyacente y el mesodermo
subyacente. Durante el desarrollo, conforme el surco neural se profundiza, y los pliegues se
fusionan dorsalmente, las células de la NC sufren una transicidon epitelio-mesenquimal
(EMT) y se delaminan del techo del neuroepitelio (Figura 7) una vez que el tubo neural se
cierra. Proteinas de la MEC y factores solubles liberados por tejidos adyacentes inducen la

expresion de factores de transcripcién especificos que causan su transformacién de epitelial

37



a mesenquimal y su emigracién del epitelio neural. La diversidad de linajes que pueden
originarse a partir de estas células se explicaria principalmente por la localizacion de esta

estructura en la interfase de diversas estructuras, durante la induccidn neural®.

Las células de la cresta neural (NCCs) originan los siguientes fenotipos celulares en el
sistema nervioso periférico: neuronas (sensitivas y del sistema nervioso auténomo), células
de la glia (células satélites en los ganglios nerviosos, y células de Schwann mielinizantes y
no mielinizantes), y fibroblastos endoneurales. La especificacion de los diversos linajes de
NCDCs en los nervios estd regulada por neuregulinas, ligandos de Notch y proteinas
morfogénicas del hueso (BMPs)34. Las NCCs contribuyen también con tejidos tales como:
corazdn y vasos sanguineos (originando casi toda la pared de los vasos del cuello, salvo el
endotelio), huesos (casi todas las piezas éseas del craneo), oido, ojos (la cdrnea), piel,
dientes (dan lugar a células mesenquimales de los dientes, que recambian la capa de
odontoblastos luego del nacimiento), meninges, musculo esquelético y glandula
suprarrenal (originan las células cromafines de la médula dsea)3®. Existen también reportes
gue sugieren que NCDCs obtenidas de la médula dsea de ratones transgénicos pueden ser
crecidas como esferas y comportarse como células madre neurales®’. También se ha
demostrado que las NCDCs originan una subpoblacion de células Nestina* en la médula ésea
que contribuye con cultivos de células madre mesenquimales (MSCs)38. Finalmente, se ha
reportado que las MSCs pueden originar hepatocitos in vitro, los que expresan varios de sus
marcadores celulares especificos y presentan sus caracteristicas funcionales tipicas3¥4°. Sin
embargo, hasta el momento no existen reportes que hayan analizado la posibilidad de que
NCDCs u otras células estromales presentes en la médula ésea puedan originar in vivo
hepatocitos luego de una lesidn hepatica.
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Figura 7: La cresta neural es una poblacion celular multipotente. (A) El desarrollo de la cresta neural
comienza en la etapa de la gastrula, con la especificacion de células epiteliales presentes en los
bordes de la placa neural. (B) A medida que la placa neural se cierra para formar el tubo neural, los
progenitores de la cresta neural se especifican en la parte dorsal de los pliegues neurales. (C)
Después de la especificacién, las células de la cresta neural sufren EMT y se delaminan del tubo
neural. (D) Las células migratorias de la cresta neural siguen rutas estereotipadas alcanzando
diversos destinos, donde dardn lugar a los diversos derivados. (E) Se incluyen entre los mismos
células mesenquimales, neurales, secretoras y pigmentadas. Tomada con modificaciones de Simoes-
Costa & Bronner, 20153,

1.4.2. Células derivadas de la cresta neural, células mesenquimales y fibrosis

Se han podido identificar poblaciones de miofibroblastos originados en sitios distantes,
tales como fibrocitos derivados de la médula 6sea, ademas de fibroblastos portales y células
parenquimaticas que sufririan EMT. Consistentemente, en situaciones de estrés tisular,
diversos tipos celulares pueden ser hallados en sangre periférica, incluyendo MSCs,

progenitores endoteliales, células madre ovales hepaticas, fibrocitos y progenitores de
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musculo esquelético*!.

Entre los estadios embrionarios E12 a E14, se ha descripto en el ratdn la presencia de NCDCs
en la circulacion periférica, por lo que se ha propuesto la posible contribucién de esta via a
diversos érganos, incluyendo el higado y la médula 6sea®?=*. Por lo tanto, esas células
reclutadas durante el desarrollo embrionario podrian contribuir con una subpoblacion de
MSCs en el adulto. Alternativamente, precursores de células de Schwann (SCPs) podrian
originar células estromales en la médula dsea a través del proceso de inervacidn durante la

osificacion endocondral, pudiendo ser también fuente de MSCs*.

1.5. Células madre mesenquimales

Las MSCs son una poblacidn heterogenea de células progenitoras, principalmente de origen
mesodérmico aunque una subpoblacién en los cultivos tiene origen en la NC. Estas células
poseen propiedades anti-inflamatorias e inmunosupresoras, capacidad de ser movilizadas

y reclutadas hacia sitios de injuria o que sufren remodelacion®®.

1.5.1. Caracterizacion

Las MSCs, para ser consideradas como tales, deben cumplir con los siguientes criterios:

capacidad de adherirse al plastico, en cultivo

e diferenciacién a adipocitos, osteocitos y condrocitos

e expresion de ciertos marcadores moleculares en superficie: CD105,CD44,CD73 y
CD90

e ausencia de marcadores de linaje hematopoyéticos, como: CD45, CD34, CD14,

CD11b, CD79y CD19.
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Por otro lado, aunque diversos resportes sugieren la posible diferenciacién de MSCs en
células tipo-hepatocitos (HLCs), sigue siendo motivo de controversia que las MSCs puedan
diferenciarse en otros tipos celulares, como endotelio, cardiomiocitos y neuronas, por

ejemplo®’~>% Suelen formar colonias en plastico, en ensayos de CFU-Fs.

1.6. Células de Schwann

1.6.1. Origen

Las células de Schwann son células de la glia localizadas en el sistema nervioso periférico,
gue comprende principalmente los nervios del organismo no localizados dentro del
encéfalo y médula espinal. Entre sus diversas funciones se encuentran: sostén mecanico y
fisiolégico de neuronas, produccidon de una vaina de mielina (en uno de sus fenotipos) y
fagocitosis de detritos celulares. Los dos tipos de glia principales, derivados de la NC, son
las células satélite (en contacto con los somas neuronales, en los ganglios nerviosos) y las
células de Schwann (Figura 8). Asimismo, las células del perineuro pueden ser también
consideradas como células de la glia®. Las células de Schwann son células de soporte en
contacto con axones neuronales, con capacidad de producir una vaina de mielina que,
rodeando los axones, los aisla y facilita una mayor velocidad de conduccién de los impulsos
nerviosos. Como en otros tejidos inervados, en los érganos viscerales pueden encontrarse
células de Schwann; en el higado, corresponden principalmente al fenotipo de células de
Schwann no mielinizantes y expresan GFAP y S100B. Las células de la glia periférica al

diferenciarse conservan la expresion del factor de transcripcion Sox-102.
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Figura 8: Células de Schwann. En la fotografia se muestran nucleos circundando axones que
corresponden en su mayoria a células de Schwann (flechas negras) (Adaptada de Ross y Pawlina,
2015).

Figura 9: Resumen esquematico de los estadios de diferenciacion de las células de Schwann durante
el desarrollo. Los precursores de células de Schwann (A) rodean los haces de axones (B), para luego
segregar un solo axon de gran diametro y dividirse (C). Una célula hija mieliniza el axdn segregado
(F, G), mientras que el otro permanece asociado con el haz axonal en desarrollo. Esta segregacion
de los axones y la division celular contintian hasta que los axones comienzan a ser mielinizados (G)
o forman parte de las fibras de Remak (E) (Tomado de Trapp et al, 2004).

1.6.2. Precursores de células de Schwann

Las células de Schwann derivan embriolégicamente de la cresta neural. Estas células al
entrar en contacto con axones adquieren el fenotipo de SCPs, que migran y proliferan a lo

largo de tractos de axones periféricos en crecimiento. Los SCPs que mantienen el contacto
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con axones progresan en su diferenciacién hacia células de Schwann inmaduras. Luego,
adquieren el fenotipo de células de Schwann mielinizantes (cuando estdn en contacto con
axones de didmetro mayor) o no mielinizantes (Figura 9). El grosor de la capa de mielina
también dependerd del diametro del axdn y es directamente proporcional a la velocidad de
conduccién de los impulsos nerviosos. Las fibras mds delgadas y de conduccion lenta se
disponen en grupos, y cada uno de ellos es envuelto por una célula de Schwann no

mielinizante®2.

1.7. Pericitos

Los pericitos son células mayormente de origen mesodérmico que forman asociaciones
cercanas con las células endoteliales, con funciones esenciales en el mantenimiento de los
vasos sanguineos de pequeiio calibre (capilares y vénulas postcapilares) asi como en la
angiogénesis> (Figura 10 A). Ademas, se ha demostrado que los pericitos desempefian un
papel en el mantenimiento de nichos de células madre hematopoyéticas en la médula
6sea’*. Se ha sugerido que son los tipos celulares que presentan propiedades de MSCs in

vitrol.

Estas células son heterogéneas. Por ejemplo, han sido descriptas en el sistema nervioso
central dos poblaciones de pericitos. Los pericitos de tipo A expresan GLAST, mientras que
los de tipo B son aSMA* (alfa actina de musculo liso) y desmina* (Figura 10 B). Ambos tipos
expresan los isoformas a y B de los receptores del factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGFRa y B) y CD13>. En la médula désea se hallan descriptos dos tipos de
pericitos que forman parte y regulan nichos de células hematopoyéticas: las células

estromales perisinusoidales, que son las mas abundantes, expresan el receptor de Leptina
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y niveles moderados de Nestina y son a-SMA", y las células estromales periarteriolares, que
se comunican entre si por uniones comunicantes y expresan a-SMA y altos niveles de

Nestina®®.

Célula endotelial

Figura 10: Pericitos. (A) Representacién de un pericito alrededor de un endotelio. (B) microfotografia
coloreada de los dos tipos de pericitos descriptos en el sistema nerviosos central. El pericito tipo A,
coloreado en verde y el pericito tipo B coloreado en violeta. Asi mismo las células endoteliales estan
coloreadas en rojo y un astrocito en cyan. *marca la luz del capilar. Adaptado de Goritz et al. 2011
y https://docplayer.com.br/20986965-Sistema-circulatorio-rio.html

1.8. Trazado de linaje

El trazado de linaje es un abordaje experimental que permite identificar toda la progenie
de un tipo celular especifico. Se trata de la metodologia mas utilizada actualmente y la
estrategia experimental privilegiada (gold standard) para identificar el fenotipo y las
propiedades de células progenitoras. Permite comprender mejor los mecanismos
involucrados en el desarrollo de tejidos, homeostasis y enfermedad, especialmente al
combinar esta estrategia con la manipulacién experimental de sefales que regulan el
destino celular. Para este fin se cuenta con modelos genéticos desarrollados en ratones
doble-transgénicos, basados en la actividad de recombinasas en modelos condicionales (se

sintetiza la enzima recombinasa especificamente en un tipo celular) y también
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eventualmente inducibles (empleando constructos que permitan dicha transcripcidon
Unicamente mientras se encuentre presente en el organismo una sustancia, como el
tamoxifeno). Para aplicar esta estrategia se deben cruzar dos cepas de ratones: una de ellas
otorga la especificidad, ya que permite la expresién de la enzima recombinasa bajo un
promotor correspondiente a un gen activo en el tipo celular de interés, y la otra expresa un
gen reportero que emite luz fluorescente o su expresidon puede ser revelada por una
reaccidon enzimatica (gen de la beta-galactosidasa bacteriana; lacZ). Sélo cuando se obtiene
una recombinacion de estos transgenes, se expresa el gen reportero. El cruzamiento de
ambas cepas permite identificar linajes celulares, una estrategia util para avanzar en el

conocimiento de mecanismos involucrados en la biologia del desarrollo.

1.8.1. Metodologia de trazado de linaje

En el trazado de linaje basado en la marcacién celular por recombinacién genética, como
los transgenes estan incorporados en el genoma celular, es posible identificar toda la
progenie de un tipo celular dependiendo del grado de penetracion y recombinacidn de los
transgenes. Por lo tanto, esta estrategia provee informacién sobre los diversos tipos
celulares originados a partir de una célula progenitora, su localizacion y/o su estadio de
diferenciacién. La expresion del gen reportero permite también su aislamiento por
citometria de flujo con separador de fracciones, o sistemas de beads cargadas con
anticuerpos especificos y columnas magnéticas: es posible asi obtener una subpoblacién
celular con alto grado de pureza para su posterior caracterizacion fenotipica (perfil de

expresion) o su uso experimental.
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1.8.2. Caracteristica de un trazador de linaje

Como caracteristicas principales que deberian tenerse en cuenta al analizar el trazado de
linajes celulares se incluyen: la expresion del transgen no deberia cambiar las propiedades
de la célula a estudiar, ni la de su progenie o entorno; la marca debe ser heredada séloy a
toda la progenie de la célula fundadora, y debe ser retenida a lo largo del tiempo y nunca

debe ser transferida a células vecinas no relacionadas.

1.8.3. Marcacion celular por recombinacion genética

La recombinacion genética se ha utilizado para el trazado de linaje desde 1990, y es hoy en
dia una de las estrategias de preferencia para la mayor parte de los estudios de este tipo.
Con frecuencia consiste en incorporar en las células de un ratén el gen de la enzima CRE
recombinasa (Cre) bajo regulacidon de un promotor que se activa de forma especifica en una
célula de interés. Este animal es cruzado con otro animal transgénico, que contiene en su
genoma un gen reportero, el que sélo serd expresado en presencia de la enzima Cre. De
esta manera, se logra la marcacidn genética permanente de toda la progenie de células en
las que se expresa, en alguin momento del desarrollo, la enzima Cre. Este sistema de
recombinacion sitio-especifica Cre-LoxP, derivado del bacteridfago P1 es empleado en

combinacidn con diferentes genes reporteros®’ (Figura 11).

Como la enzima Cre se expresa bajo el control de un promotor especifico de una célula o
tejido este tipo de modelos genéticos de trazado de linaje son condicionales, ya que
Unicamente cuando se activa el promotor elegido se expresara la enzima. Como se
menciond mas arriba, esta cepa es cruzada con una segunda cepa, en la cual un gen

reportero se encuentra precedido por el promotor de un gen con expresién ubicua seguido
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por una construccion loxP-STOP-loxP (floxed-Stop sequence). En animales en los que ambas
construcciones transgénicas estan presentes, Cre corta la molécula de ADN y la recombina
a nivel de los sitios loxP, liberando el codén STOP, lo que resulta en la activacion especifica

del gen reportero en todas las células en las que Cre esta expresada.

Usualmente, los genes reporteros se expresan bajo el locus Rosa26. Uno de los genes
reporteros mas comunmente utilizados es td-Tomato (Tom) por la intensidad de su marca

fluorescente®8>2,

En ratones con construcciones reporteras Rosa26CAG! ™t (Rosa26™™), |a expresidn de la
proteina Tom es dirigida por el locus Rosa26, que permite la insercion de un promotor
fuerte exdégeno, como CAG, lo que resulta en una expresidon incrementada del gen
reportero®. Pueden también incluirse elementos de regulacién post-transcripcional. Los
ratones Rosa26™™ pueden ser criados en homocigosis. Otra ventaja es que Tom posee
epifluorescencia que puede ser facilmente visualizada®!, incluso mediante visualizacion
directa sin necesidad de microscopio cuando es expresada por la mayor parte de las células

de un tejido determinado.
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Figura 11: Recombinacion sitio-especifica, mediante el sistema Cre-loxP. La enzima CRE
recombinasa se expresa constituvamente bajo el control de un promotor especifico, de un tipo
celular de interés. En esas células, Cre puede recombinar sitios loxP que flanquean a un sitio de STOP
de la transcripcién génica, aguas arriba de un gen reportero. Al recombinarse, el sitio STOP es
removido y el promotor especifico facilita la expresién del gen reportero (Adaptado de Kretzschmar
y Watt, 2012).

La actividad de Cre puede ser controlada por recombinacién inducible. Esto es util, por
ejemplo, para activar Cre selectivamente en ratones adultos por medio de un promotor que
también se expresa durante el desarrollo embrionario, o viceversa. Cre puede ser fusionada
al receptor estrogénico humano (ER). En ausencia de ligando, que puede ser por ejemplo
tamoxifeno (2-[4-[(Z)-1,2-difenilbut-1-enil]fenoxi]-N,N-dimetiletanamina) o su metabolito
activo 4-hidroxi-tamoxifeno (4-OHT), la proteina de fusién CreER se mantiene en el
citoplasma gracias a proteinas de shock térmico (HSP). Luego de la aplicacion de tamoxifeno
0 4-OHT, el ligando difunde a través del citoplasma y se une al receptor de estrégeno ER, en

la proteina CreER. El receptor cambia su conformacién, liberando entonces las chaperonas
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HSP. El CreER activado se trasloca al nicleo, donde Cre puede recombinar los sitios loxP%%63

(Figura 12).

Para prevenir la activaciéon enddgena, se han creado mutantes de CreER, como CreERTAM®4
y CreERT (inducibles solo a altas cantidades de tamoxifeno, con algunos efectos de
toxicidad)®® y también CreERT2 (de segunda generacidn; que se induce a niveles bajos de

tamoxifeno y no es inducible por el 17b-estradiol enddgeno)®.

Célula madre GFP+ Célula madre GFP+ inducida

Célula madre GFP+/LacZ+ Progenie LacZ+

-Gm:f

WE) Ce

C D

Figura 12: Ejemplo de recombinacion sitio-especifica con el sistema CreERT2 y LacZ como reportero,
en una célula madre expresando CreERT2 y GFP. (A) La CreER (proteina de fusidn) se mantiene
inactiva en el citoplasma unida a HSP90. (B) Al aplicarse el tamoxifeno o 4-OHT, éste se une al
receptor estrogénico y CreERT2 se libera de la chaperona HSP90 vy se trasloca al nucleo. (C) Cre
recombina entre sitios loxP, liberando el casette STOP y promoviendo la expresion de LacZ. (D) Toda
la progenie de esa célula madre GFP+/LacZ+ expresara lacZ como marcador genético (Adaptado de
Kretzschmar y Watt, 2012).
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1.8.1. Wnt¢re

Estas cepas expresan Cre bajo el promotor Wnt1, especifico de células de la cresta
neural®®. El gen Wnt1 tiene también otras importantes funciones durante el desarrollo de
un organismo; por ejemplo, en la formacién del limite cerebro medio-cerebro posterior, en
la regulacion del tamafio del cerebro medio y en la generacién de las neuronas

dopaminérgicas del cerebro medio ventral.

1.8.2. Nestina e

Esta cepa expresa Cre bajo el promotor y enhancer Nestina, en el sistema nervioso central
y periférico, incluyendo precursores neuronales y de célula de la glia®”. También marca una

subpoblacion de células endoteliales.

1.8.3. Glast CreERT2

Esta cepa transgénica expresa Cre bajo el control del promotor GLAST (Glutamate Aspartate
Transporter) y ligado al receptor estrogénico (ER™), lo que lo hace inducible por tamoxifeno.
GLAST es un marcador de glia, que en el sistema nervioso periférico se expresa
especificamente en células de Schwann del linaje mielinizante®, y también de una
subpoblacidn de pericitos®. Se desconoce su patrén de expresién en la médula 6sea y en el
higado. Estos ratones permiten también trazar precursores de astrocitos y células de la glia
radial, aunque se desconoce su expresion en el proceso de diferenciacion de células de

Schwann.

1.8.4. PLP CreERT/2

Estas cepas de ratones poseen un transgen que permite la expresion de Cre al activarse el
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promotor de PLP1, proceso que al inyectarse tamoxifeno a E12.5 permite trazar SCPs. Se
expresa en el linaje glial de NCCs a partir del estadio de SCPs tempranos y también en NCCs
migratorias craneales. En estos ratones se induce recombinaciéon también en el linaje de
células de Schwann , en oligodendrocitos mielinizantes maduros y en precursores de

oligodendrocitos®7°,

1.8.5. Sox10 CreerT2

Esta cepa contiene un transgen que permite la expresién inducible de Cre recombinasa en
células que derivan de la NC luego de la emigracion del tubo neural. La expresién de este

gen se mantiene en el linaje de células de la glia”™.

1.8.6. Cepas reporteras

Las cepas reporteras frecuentemente utilizadas contienen un transgen que incluye el
promotor de Rosa26, con expresion en todas las células del ratén, seguido rio abajo por una
sefial de STOP flanqueada por sitios LoxP, y luego por la secuencia que codifica para la
expresion de Tom (proteina roja fluorescente) o YFP (una variante de la proteina verde
fluorescente). Por lo tanto, en ausencia de Cre el codén de STOP previene la expresion del
gen reportero. Al cruzarse esta cepa con ratones que expresan Cre bajo un promotor
especifico y producirse la recombinacidn en la cria, se remueve ese coddn en las células en
gue ese promotor especifico estd activo: de esta manera, todas las células que de ellas

deriven expresardn la proteina fluorescente®.
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1.9. Oligonucledtido IMT504

El oligodesoxinucleétido (ODN) sintético IMT504 es el prototipo de la familia PyNTTTTGT,
por su sitio activo; donde Py es Pirimidina (Citosina o Timidina), y N puede ser cualquier
nucledtido (Adenina, Timidina, Citosina o Guanina), T es Timidina y G es Guanina. La
utilizacion de IMT504 in vitro sobre MSCs de rata aumenta considerablemente el numero
de células mesenquimales formadoras de colonias (CFU-Fs), se ha reportado también que
la estimulaciéon con IMT504 no afecta la capacidad de las MSCs de originar los linajes
osteogénicos y adipogénicos’?. La aplicacién in vivo del IMT504 se ha visto que induce la
movilizacion de MSCs hacia la sangre periférica, lo que se asocia a un cambio de respuesta
inmune hacia una de tipo anti-inflamatoria. Consistentemente, el trasplante de MSCs ha
sido beneficioso en modelos animales de dolor neuropatico, osteoporosis, diabetes y sepsis.
Por lo cual, el uso clinico del IMT504 podria ser altamente beneficioso en la mejora de

eficiencia de los mecanismos de regeneracién de tejidos’>.

Los oligodesoxinucledtidos inmunoestimuladores son moléculas sintéticas que estimulan
diferentes tipos de células del sistema inmunitario de los animales. Se agrupan en dos clases
principales: a) los ODN CpG, caracterizados por la presencia de al menos un sitio activo que
lleva un CpG no metilado en un contexto dado’?, y b) los ODN PyNTTTTGT, que tienen al

menos un sitio activo que lleva esa secuencia’®.
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Hipotesis
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2. HIPOTESIS

En el desarrollo embrionario, NCDCs contribuirian con células de Schwann, células
endoteliales y HLCs en el higado. Alternativamente, en estadios postnatales una
subpoblacién de células estromales (pericitos) GLAST+ Wntl+ presentes en la
médula dsea tendria propiedades de células mesenquimales formadoras de colonias
y un alto potencial de diferenciacidn.

En el higado fibrético, aumentaria la incidencia de células de la glia. Estas podrian
presentar ademas signos de activacion tales como un aumento en la complejidad y
extension de sus procesos celulares.

La contribucion de la cresta neural y/o de pericitos Wntl* GLAST* con células
presentes en el higado aumentaria luego de una lesidon hepatica.

En modelos de fibrogénesis o luego de una hepatectomia parcial, NCDCs y/o células
derivadas de una subpoblacién de pericitos GLAST* presentes en la médula dsea,
con propiedades de células progenitoras mesenquimales, se movilizarian a través
del torrente sanguineo hacia el higado y se diferenciarian en HLCs y/o células
endoteliales.

La aplicacion del ODN IMT504 estimularia la proliferacién y/o movilizacién de NCDCs
y/o células derivadas de pericitos Wnt1* GLAST* presentes en la médula dsea, hacia
el sitio de dafio, con un aumento en la incidencia de HLCs y células endoteliales de

ese origen.
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3. OBIJETIVOS
3.1. Objetivo general

El objetivo de este trabajo de tesis fue analizar si NCDCs y/o células derivadas de pericitos
Wntl* GLAST* presentes en la médula ésea podrian contribuir con el desarrollo de la fibrosis
y/o con la regeneracion, luego de lesiones hepaticas. Con este fin se utilizaron diversas
cepas de ratones doble-transgénicos y se analizé el fenotipo de las células Tom* presentes
en el higado sano o lesionado. Asimismo, se analizé el efecto de la aplicacion del ODN

IMT504 sobre dicha contribucion.

3.2. Objetivos especificos

Los objetivos especificos de esta tesis fueron:

e Analizar la contribucidn con células presentes en el higado de NCDCs y/o de células

derivadas de pericitos Wnt1* GLAST* de la médula dsea.

e |nvestigar posibles cambios en la incidencia hepatica de células de la glia y de otras
células parenquimaticas y no parenquimaticas de posible origen en NCDCs o en

pericitos Wnt1* GLAST* con la progresion de la fibrosis hepatica.
e Caracterizar la expresion de GLAST durante el desarrollo embrionario y en el adulto.

e Enlascepas deratén en que se observe contribucion de células Tom* con células del
higado de tipo no neurales (neurona, glia o miofibroblasto), analizar el fenotipo de
las células trazadas en la médula ésea que pudieran movilizarse por sangre periférica

y originarlas.
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Estudiar las propiedades de CFU-Fs y la posible movilizacién de células Tom*
presentes en la médula dsea de ratones Wnt1¢;Rosa26°™ que pudieran contribuir

con el higado sano o lesionado.

Cuantificar la incidencia de hepatocitos y células endoteliales, derivados de NCDCs
o de pericitos Wntl1* GLAST* de la médula ésea, en un modelo de regeneracion

hepatica.

Analizar el efecto del ODN IMT504 sobre pericitos GLAST* trazados con Wntl
presentes en la médula dsea, su reclutamiento hacia el higado fibrético y su

potencial de diferenciacién.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Cepas de ratdn utilizadas

Se utilizaron ratones Wnt1¢ (dos cepas; una adquirida a The Jackson Laboratory y la otra
facilitada por el Prof. Patrik Ernfors, Instituto Karolinska, Estocolmo, Suecia), GLASTC¢ERT2
(gentileza del Dr. Guillermo Lanuza, Fundacién Instituto Leloir), Nestina® (gentileza del Dr.
Lanuza) y PLP1“¢fRT (gentileza de la Dra. Lorena Rela, IFIBIO Houssay), Rosa26™"
(background C57, enviado por el Prof. Patrik Ernfors); background CD1 gentileza del Dr.
Lanuza) y se establecieron colonias de los mismos en el bioterio del IIMT CONICET-
Universidad Austral para la realizacidn de estos estudios. Los andlisis de estadios
embrionarios fueron parcialmente realizados en colaboracién con los Dres. Igor Adameyko
y Patrik Ernfors (Instituto Karolinska, Suecia), con excepcién del andlisis realizado en ratones
Whntl. En la cria, manejo y experimentos con animales se siguieron las normas establecidas
por el NIH (EE. UU) y protocolos aprobados por el CICUAL de la Facultad de Ciencias

Biomédicas de la Universidad Austral (CICUAL 17/06 y 19/03).

4.2. Cruzas realizadas para el trazado de linaje

El sistema de recombinacidon Cre-loxP se usa ampliamente como una herramienta genética
para lograr la expresién génica condicional (porque sélo cuando se activa el promotor de
un gen especifico se expresa un gen reportero) y para trazar linajes celulares. Con este fin,
deben cruzarse dos cepas de ratones, de las que una es la linea que otorga especificidad y
expresa la enzima Cre bajo un promotor especifico, y la otra es la linea reportera (como por

ejemplo Rosa26°™) (Figura 13). El sistema de recombinacion Cre-loxP es muy adecuado
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para el analisis de la expresion de determinado gen en un tipo celular y para analizar su
linaje. Para este ultimo fin y mediante el sistema Cre-LoxP, en nuestro laboratorio se
realizaron los siguientes apareos: Wnt1¢ x Rosa26™™; Nestina“® x Rosa267°™; PLP1C¢ERT x
Rosa267°™, y GLAST "¢RT2x Rosa26™°™.

Recombinacidn

. ' PROMOTOR  iOX LOX
- e X sTOP p  GENREPORTERO

PROMOTOR CRE
ESPECIFICO RECOMBINASA

CRE
F1 —
/
}‘D PROMOTOR: LOX G\ eponreno

PROMOTOR  LOX LOX
GENERICO p 5TOP p GEN REPORTERO

Figura 13: Esquema de la estrategia utilizada para el trazado de linaje.

En la Figura 14 se puede observar un esquema de las cepas utilizadas en nuestro laboratorio
para el trazado de linaje. Asimismo, en la Tabla 1 (seccién Discusién), se aportan datos mas

precisos de los ratones doble-transgénicos empleados en estos estudios.
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C
Wnti1Cre (Lewis et al. 2013) Células de la Cresta Neural (NCCs).
2 X NCCs craneales, precursores de células de Schwann (SCs)
PLP1 CreERT (Aquino et al. 2018; tempranos, SC maduras, precursores de oligodendrocitos
Doerflinger et al. 2003) y oligodendrocitos mielinizantes maduros.

Precursores de células neurales (neuronas, glia y

NestinCre (Tronche et al. 1999) fibroblastos) y células inmaduras de esos linajes.

GlastCreERT2 (Carozzi et al. 2011; Goritz

SCs mielinizantes, subpoblacion de pericitos.
etal. 2011)

Figura 14: Esquema de las cepas utilizadas para trazado de linaje. (A) Especificidad de promotores
(llustracién adaptada de Knecht y Bronner-Fraser 2002). (B) GLAST se expresa en una subpoblacién
de pericitos (Goritz et al. 2011). (C) Cepas utilizadas y expresién especifica correspondiente.

4.2.1. Induccion con tamoxifeno

Como se menciond anteriormente, la actividad de Cre puede ser controlada por
recombinacion inducible. Las cepas inducibles utilizadas para el presente trabajo fueron
GlastCreERT2 p| p1CreERT  p| p1CreERT2 v 5ox10C¢ERT2 Para la induccidn con tamoxifeno (T-5648;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), se prepararon soluciones stock de esta sustancia (20
mg/ml en aceite de maiz; C-8627; Sigma-aldrich). En estadios postnatales, la induccidn fue
realizada a estadio postnatal 2 (P2) o a P60. Para la inoculacién de animales a P2, se
inyectaron 50 ul de solucién madre de Tamoxifeno por animal, por via subcutanea. A P60 o

en hembras prenadas, se aplicaron 100 pul de solucién madre de tamoxifeno por animal, por
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via intraperitoneal (ip). Unicamente fueron incluidos en los diversos estudios animales con
una eficiencia de recombinacién cercana al 100%, para evitar la dispersion de los datos y

poder obtener reproducibilidad en las cuantificaciones.

4.2.2. Genotipificacidon

Los ratones fueron identificados, mediante marca en la oreja, al momento del destete y se
tomaron muestras de la cola para su genotipificacion. El material fue degradado siguiendo
el protocolo de proteinasa y para visualizar la presencia (o ausencia) del transgen se llevaron
a cabo las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando primers especificos. Los
primers utilizados fueron: Rosa26, forward: 5'-AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT-3’ y reverse: 5'-
GGAGCGGGAGAAATGGATATG-3’; Tom, forward: 5'-GGACGGCACGCTGATCTA-3' y reverse:
5’- CTGTTCCACGATGCTGTAGT-3’; Wnt1¢¢2, forward: 5’- ATTCTCCCACCGTCAGTACG-3’ y
reverse: 5’-CGTTTTCTGGAGCATACCTGCA-3’, y Cre (genérico, utilizado para Glast“eERT2),
forward: 5'-GCGGTCTGGC AGTAAAAACTATC-3’ y reverse: 5'-TAATCGCCATCTTCCAGCAG-3'.
Para llevar a cabo la amplificacién del ADN se realizé la MasterMix correspondiente en
volumen calculado segun la cantidad de animales a genotipificar. La composicidn de la
MasterMix fue la siguiente: primers reverse 10uM y forward 10uM, dNTPs 2,5mM, Taq
polimerasa (GoTaq polymerase Promega), buffer GoTag 5X (Promega) y agua Milli-Q. Se

agrego 1ul de la muestra a la MasterMix y se llevd a un volumen final de 13pl.

La amplificacién fue realizada en una termocicladora SimpliAmpTM Thermal Cycler (Thermo
Fisher Scientific) en las siguientes condiciones: 95°C durante 3 minutos; 35 ciclos de: 95°C
durante 30 segundos, temperatura especifica de annealing para los primers utilizados, 30

segundos y 72°C durante 1 minuto; 72°C por 5 minutos y se mantuvo a una temperatura
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final de 4°C. Luego se sembrdé cada muestra junto a un control negativo (sin muestra) y un
control positivo (muestra positiva para el gen buscado) en un gel de agaRosa al 1%. El gel
fue preparado con buffer TAE y 1% de agaRosa, y se le agregaron 5ul de Bromuro de Etidio
(Bromuro de 2,7- diamino-10-etil-6-fenilfenantridinio). Se efectud la electroforesis en una
cuba por 1 hora a 110V y se procedié a su posterior revelado en transiluminador

ultravioleta.

4.3. Desarrollo de modelos de fibrosis

Para el establecimiento de la cirrosis hepatica se utilizaron dos modelos: la aplicacidén

cronica de tioacetamida y la ligadura del conducto colédoco (Figura 15).

TAA 1,2 y 8 semanas
(3 veces por semana) 4

»

/

EXTRACCION
-_—

Higado Médula Sangre periférica

Ligadura conducto
colédoco 2 semanas

Figura 15: Esquema de los modelos utilizados de fibrosis hepatica.

La tioacetamida (TAA; etanotioamida) se aplica como modelo quimico de induccién de
fibrosis hepatica. Esta requiere de la activacién metabdlica para tener un efecto
hepatotdxico’®. El proceso involucrado consiste en un dafio oxidativo severo asociado con

muerte de hepatocitos, inflamacidn y activacién de células estrelladas hepaticas. El
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protocolo aplicado incluyd la inyeccion ip de 200 mg/kg de TAA (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) por dosis y por animal, tres veces por semana, durante 1 (1W), 2 (2W), 4 (4W) u

8 (8W) semanas.

La ligadura del conducto colédoco (BDL) corresponde a otra etiologia de la fibrosis
hepatica: causa un dafio colestdsico y posterior fibrosis biliar periportal’®. Este modelo de
fibrosis/cirrosis hepatica se establecid primeramente en ratas y luego en ratones’”’8, La
BDL consiste en la realizacion de dos ligaduras en el conducto colédoco’. Este tipo de
lesiones resulta en la proliferaciéon de células epiteliales biliares y aumento de marcadores
fibrogénicos®, e involucra la generacidon de radicales libres. Sin embargo, en el modelo de
BDL la fibrosis se desarrolla mds rapidamente y afecta fundamentalmente a zonas de los
espacios portales. Luego de 10 dias de la cirugia existe una mortalidad del 20% en ratones,
por lo que la posibilidad de sobrevida es limitada®8® Para efectuar el procedimiento
quirurgico, se coloca al animal en una camara de anestesia, regulando el ingreso de
isofluorano (1-cloro-2,2,2-trifluoroetil difluorometil éter) al 5% y el flujo de oxigeno a 0.5-
1.0 I/min. Una vez dormido, el animal es retirado de la cdmara y se le deja respirando a
través de un tubo conectado con la provision de anestesia. Luego, se realiza la apertura de
la cavidad peritoneal, la que es mantenida abierta con un blefardstato pediatrico. Se levanta
el higado del animal dejandose ver su cara inferior, lo que permite la clara identificacion del
conducto colédoco, y se realizan en éste dos ligaduras utilizando hilo de sutura Vicryl Plus
(Ethicon Endo-Surgery, Inc.) de tipo reabsorbible. Se debe tener sumo cuidado de evitar la
perforacion o corte de la arteria hepatica, que se encuentra muy cercana al conducto biliar.
Luego, se cierra la cavidad abdominal del animal y se lo coloca en almohadilla de calor para

Su recuperacion.
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4.4. Perfusion de animales y preparacion de muestras

Estos procedimientos fueron empleados para preservar el tejido de forma rdpida vy
uniforme, con fines de analisis histoldgicos mediante microscopia. La ventaja de perfundir
directamente el fijador a través de la aorta ascendente es que el quimico llega rapida y

eficientemente hasta el nivel tisular-celular, a través de la red de capilares sanguineos.

Para ello, se anestesio previamente el animal con hidrato de cloral (2,2,2-tricloroetano-1,1-
diol) 400 mg/kg, por via i.p. (dosis subletal). Se produjo una incisién en la cavidad toracica,
se generd un corte en el diafragma y las costillas para exponer el corazén. Se ingresé una
aguja (conectado con una tubuladura) en el corazén (ventriculo izquierdo), se realizé una
incision en la auricula derecha y se activé una mini-bomba para el pasaje de PBS 1x (10 ml,
durante 5 minutos), a través de la tubuladura, seguido de la soluciéon fijadora
(paraformaldehido -PFA- 4%; 60 ml, durante 30 minutos). Luego, se extrajo el higado y se
colocd en PFA 4% durante 90 minutos, seguido por dos cambios de sacarosa 20% en 0.2 M
buffer fosfato. Por ultimo, se disecaron los cuatro Idbulos, los que fueron incluidos en OCT
(Optimal Cutting Temperature compound) y se guardaron a -20°C hasta su seccidon
mediante criostato. También se obtuvieron muestras de huesos de las extremidades
posteriores: luego de la postfijacién en PFA 4%, ese material fue desmineralizado, mediante
empleo de una solucién de EDTA 10% en PBS1x durante 10 dias, y posteriores pasajes en

sacarosa 20% e inclusién en OCT.

Se realizaron cortes de 12 micrones de espesor en criostato HM525 NX Cryostat (Thermo
Fisher Scientific) a -25°C, que fueron montados en portaobjetos previamente gelatinizados.

Los preparados fueron guardados a -20°C hasta su uso.
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4.5. Tejido embrionario

Para la caracterizacién de la expresion de GLAST durante estadios embrionarios, se
generaron apareos de ratones CD1 durante una noche: de esa manera fue posible controlar
el estadio de gestacidn. Una vez alcanzado el desarrollo embrionario requerido, se sacrifico
la hembra prefiada mediante dislocacion cervical. Luego se generé una incisién peritoneal
exponiendo el utero, que fue subsecuentemente disecado. Con tijeras se liberaron los
embriones de la placenta, en placas de Petri con PBS 1x. Luego, los embriones fueron
colocados en PFA 4% durante una noche a 42C. Después de dos cambios de sacarosa 20%
(realizado el primero durante la mafiana y el segundo a ultima hora de la tarde), los

embriones fueron incluidos en OCT y congelados a -209C.

Se realizaron cortes de 12 micrones de espesor en criostato HM525 NX Cryostat (Thermo
Fisher Scientific) a -25°C, que fueron montados en portaobjetos previamente gelatinizados.

Los preparados fueron guardados a -20°C hasta su uso.

4.6. Tratamiento con el oligonucleétido IMT504

Con el fin de analizar el efecto de IMT504 sobre la proliferaciéon y movilizacion de pericitos
trazados con Wntl, esta sustancia fue aplicada por via subcutanea (30 pl/g por animal a
P60), 2 horas después de la aplicacidn de la ultima dosis de TAA. Luego de 18 horas, para
andlisis de citometria de flujo y/o ensayos CFU-F, algunos animales fueron anestesiados con
dosis sub-letal de hidrato de cloral y se obtuvo sangre del seno venoso orbital y, luego de
una dislocacién cervival, se disecaron los huesos de las extremidades posteriores y se
extruyd la médula désea. El IMT504 (solucién stock) fue aportado por el Dr. Alejandro D.

Montaner, de la fundacion Pablo Cassara.
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4.7. Inmunofluorescencia

Cortes de tejido hepatico, proveniente de animales previamente perfundidos, fueron
secados a temperatura ambiente en oscuridad durante 30 minutos. Posteriormente, fueron
incubados en 5% suero normal de burro en BSA (Albumina de Suero Bovino) 0.25%, NaN3
(Azida de Sodio) 0,1% y Tritén-X100® (4-(1,1,3,3-Tetrametilbutil)fenil-polietilen glicol)
0,15% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) en PBS 1X, durante 1 hora a temperatura
ambiente en una camara himeda a oscuridad, para el bloqueo de pegado inespecifico del
anticuerpo secundario. Posteriormente, se escurrio la solucién de bloqueo y se incubé con
anticuerpo primario en el mismo diluyente, durante 12 horas a 49C. Se emplearon los
siguientes anticuerpos primarios: monoclonal anti-Albumina hecho en ratén (1/100 en
diluyente primario; Santa Cruz Biotechnology sc-374670), monoclonal anti-alfa
Fetoproteina hecho en ratéon (AFP; 1/200; R&D, mab1368), monoclonal anti-alfa Actina de
Musculo Liso hecho en ratén (aSMA; 1/300; Sigma, clone 1A4), policlonal anti-alfa Actina
de Musculo Liso hecho en conejo (1/200; abcam ab5694), monoclonal anti-beta Ill Tubulina
hecho en ratén (Tujl; 1/1000; Promega G7121), , monoclonal anti-CD31 hecho en rata
(1/200; BD Pharmingen 553370), monoclonal anti-Citoqueratinal8 hecho en ratén (1/500;
abcam ab668), policlonal anti-Desmina hecho en conejo (1:250; abcam ab8592), policlonal
anti-Fibronectina hecho en conejo (1/250; Sigma F3648), policlonal anti-GLAST hecho en
conejo (1/150; abcam ab416), policlonal anti-Proteina Acidica Fibrilar Glial (GFAP; 1/1000;
DAKO Z0334), policlonal anti-Green Fluorescent Protein hecho en cabra (YFP; 1/500; abcam
ab6662), monoclonal anti-HNF4a hecho en ratén (1/100; Santa Cruz Biotechnology, sc-
374229), monoclonal anti-Nestina hecho en ratén (1/400; abcam 6142), policlonal anti-

Protein General Peptide 9.5 hecho en conejo (PGP9.5; 1/500; Cederlane CL95101),
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policlonal anti-S100B hecho en conejo (1/750; DAKO Z0311), policlonal anti-SOX2 hecho en
conejo (1/500; abcam ab97959), policlonal anti-Tirosina Hidroxilasa hecho en conejo (TH;

1/1000; Millipore) y monoclonal anti-Vimentin hecho en ratén (1/150; BD 550513).

Posteriormente, se realizaron varios lavados en PBS1x (4 lavados, durante 45 minutos) y
para la deteccién de los anticuerpos primarios el tejido fue incubado durante 2 horas a
temperatura ambiente en anticuerpos secundarios de burro conjugados con Alexa-488
(1:200 en diluyente secundario, Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific), y/o FITC y/o
rodamina (1:100, Jackson ImmunoResearch). Diluyente secundario fue: BSA 0,25%, NaN3
0,1% y Tritdn-X100® 0,015% en PBS 1X. Luego se lavé extensamente en PBS1x (5 veces, por
1 hora). En reemplazo del segundo lavado, se incubd por 15 minutos en una solucién de
Hoechst 33258 1/1000 en PBS1x con el objeto de marcar los nucleos celulares. Se monté el
tejido con cubre-objetos, utilizando glicerina 85% en PBS1x como medio de montaje. Los
portaobjetos fueron colocados a 4 °C hasta observacion mediante microscopia de

fluorescencia.

Para la identificacion de las células endoteliales, las secciones fueron incubadas durante 12
horas con la lectina Lycopersicon esculentum (tomato) acoplada a fluoresceina (Vector
Laboratories, FL-1171; 1/400), en BSA 0.1%, NaNs3 0,1% vy Triton 0,15% in PBS 1X, a 4°C.
Luego de varios lavados en PBS1x, las secciones fueron incubadas con Hoechst 33258 o DAPI
durante 15 minutos y lavadas nuevamente y montadas en glicerol 80% en PBS1x. La
colocalizacién de lectina en los diversos tipos celulares trazados con Tom fue analizada
mediante el andlisis de mapeo de pixeles colocalizados de imagenes RGB (M1, blanco: Tom;

M2, rojo: lectina) utilizando los coeficientes de Manders, calculados con los plugins de
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Image) (NIH; células endoteliales: 4,353+0,591 promedio/area, 0,873+0,061 M1,

0,74310,039 M2; vs. glia: 0,67240,258 promedio/area, 0,943+0,008 M1, 0,638+0,063 M2).

Para la inmunomarcacién de la suspension celular, 125000 células/muestra
correspondientes a una fraccidén enriquecida en hepatocitos (células obtenidas decantadas
por 30 minutos a partir de la suspensidn de células hepaticas; ver debajo) fueron incubadas
con solucion de bloqueo (5% suero normal de cabra o suero fetal bovino, 5% BSA y 0,03%
Triton-X100 en 1xPBS) por 1 hora, seguido por centrifugacion (5 minutos, 1000 rpm) e
incubacién con anticuerpo primario (100 ul; 12 horas, 49C). Luego de varios lavados, las
células fueron resuspendidas en una solucion de anticuerpo secundario anti-ratén acoplado
a AlexaFluor 488° (1/200) e incubado por 2 horas a temperatura ambiente. Luego de lavados
extensivos, las células fueron colocadas en vidrios y secadas a 379C durante 5 minutos,
montados en solucién de DABCO y observados bajo microscopio de fluorescencia. Las
imagenes fueron obtenidas utilizando microscopios confocales Zeiss LSM700, Zeiss LSM780
y Olympus IX-83-DSU. La incidencia de las células Tom* correspondientes a los distintos
fenotipos fue cuantificada a 400x (salvo que se indique algo diferente) bajo microscopio
fluorescente. Ello se realizd por observacidn directa en el microscopio, considerando todos
los campos en al menos 4 secciones por cada lébulo hepatico por animal incluido.
Unicamente se tuvieron en cuenta células cuya inmunomarcacién y/o morfologias general,
y la forma de su nucleo fueran compatibles con ese tipo celular. En el caso de células de la
glia, se excluyeron aquellas células situadas alrededor de venas porta cuyo tamarfio

superaba el del campo de microscopio o presentes en la capsula de Glisson.
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4.8. Citometria de flujo

4.8.1. Células no parenquimaticas

Algunos ratones Wnt1¢,Rosa26™™ o GLAST¢tR72;Rosa267°™ tratados con TAA durante 2
semanas o sometidos a hepatectomia del 70% o control, fueron perfundidos con colagenasa
a través de la vena porta hepdtica. Con este fin, los animales fueron anestesiados con
hidrato de cloral (400 mg/kg; ip). Luego, se procedid a una incisién peritoneal y canulacién
de la vena porta hepatica. A través de la cdnula, se perfundié con buffer de lavado (1:25
PBC (NaCl, KCIl, HEPES, NaOH) y agua destilada, EDTA 0,4 mM) hasta un volumen de 40 ml
por animal y se cambid la perfusidn a solucidon de Colagenasa tipo-4 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), 30 ml (0.5 mg/ml) por animal. Luego, se extrajo el higado perfundido y se
lo colocd en solucidn fisioldgica. Se disgregé el tejido de manera mecdnica y se pasé por un
colador de nylon estéril (cell strainer; espesor de poro: 40 um), dejandose luego decantar
durante 30 minutos y realizdndose 2 ciclos de centrifugacidon (5 minutos, 1000 rpm).
Mediante este paso de decantacidn es posible obtener dos fracciones de células hepaticas:
parenquimaticas (hepatocitos) y no parenquimaticas. La fraccién enriquecida en células no
parenquimaticas fue resuspendida en solucidn fisioldgica y se hizo un recuento de células,
generando alicuotas de 1x108 células totales. Posteriormente se realizé un bloqueo de
pegado inespecifico del anticuerpo, con buffer FACS (BSA 1% en PBS 1X). Las células fueron
fijadas en PFA 4%. Las células fueron lavadas nuevamente con 1 ml de buffer FACS (BSA 1%
en PBS 1X), mediante centrifugacion por 5 minutos a 1000 rpm y resuspension del pellet.
Posteriormente fueron incubadas con 100 pl de una solucidon de anticuerpo primario, por

ejemplo policlonal anti-vimentina (1/100; Sigma, V4630) en buffer FACS y 0.1% saponina,
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durante 45 minutos en oscuridad. Luego, se lavé dos veces con buffer FACS. Se descarté el
sobrenadante, y se incubd la suspension celular con 100 upl del anticuerpo secundario
AlexaFluor 488° burro anti-conejo (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
1/100 en buffer FACS y 0.1% saponina, por 45 minutos en oscuridad. Nuevamente se lavo
dos veces con buffer FACS y las células fueron fijadas nuevamente con PFA 4%. Luego de
nuevos lavados, las células fueron mantenidas en 100ul PBS 1X hasta su analisis por
citometria de flujo empleando un citémetro BD FACSaria Il (BD Biosciences) en las
instalaciones del Instituto de Inmunologia, Genética y Metabolismo INIGEM (UBA-
CONICET). Los resultados obtenidos se analizaron utilizando el software FlowJo (LLC,

Ashland, Oregon, USA).

4.8.2. Células parenguimaticas

La fraccién parenquimatica obtenida como se describe en el item anterior fue incubada, por
ejemplo, durante 45 minutos con anticuerpo primario monoclonal ratén anti-HNF4a
(abcam, K9218, 1/100, o Santa Cruz Biotechnology, sc-374229; que marca hepatocitos) en
buffer FACS y 0.1% saponina, en oscuridad. Luego, se lavé dos veces con buffer FACS,
centrifugando a cada paso de lavado durante 5 minutos a 1000 rpm. Se descarté el
sobrenadante, y se incubd con 100 pl del anticuerpo secundario AlexaFluor 488° burro anti-
raton (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 1/100 en buffer FACSy 0.1%
saponina, durante 45 minutos en oscuridad. Nuevamente se lavé dos veces con buffer FACS
y las células fueron fijadas nuevamente en PFA 4%. Luego de nuevos lavados, las células

fueron mantenidas en 100ul PBS 1X hasta su analisis por citometria de flujo.
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4.8.3. Células mononucleares de medula ésea

Para estos estudios se utilizaron ratones adultos Wnt1¢;Rosa26™™ a los que se les generd
fibrosis (y/o se les aplicd IMT504) o fueron sometidos a hepatectomia o dejados sin tratar
(controles naive). Estos animales fueron sacrificados por dislocacién cervical y sus patas
posteriores fueron disecadas. Se procedid a la extrusién con solucién fisiolégica de la

medula ésea a partir de la tibia y el fémur.

Mediante un gradiente de Ficoll (Ficoll-Paque PlusTM, 1.077 g/ml, GE Healthcare-
Amersham Biosciences), obtenido centrifugando la muestra durante 30 minutos a 450 x g,
se obtuvo la interfase conteniendo la fraccion mononuclear. Mediante uso del colorante
Trypan Blue (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y empleo de cdmara de Neubauer, se realizé
el recuento de las células viables, obteniéndose usualmente un total de aproximadamente
1x108 células por muestra. Para la inmunomarcacion, las células fueron fijadas en PFA 4%
durante 20 minutos a 49C. Luego, se realizaron lavados con 1 ml de buffer FACS (BSA 1% en
PBS 1X), mediante centrifugaciéon por 5 minutos a 1000 rpm y resuspension del pellet.
Posteriormente, las células fueron incubadas, por ejemplo, en 100 pl del anticuerpo
primario monoclonal de rata anti-CD44 acoplado al fluoréforo APC (BD Pharmingen; 1/100
en buffer FACS; que marca células estromales) por 45 minutos, seguida por una nueva
fijacion con 4%, lavados y una segunda incubacion utilizando un anticuerpo policlonal
conejo anti-GLAST (abcam; 1/100) en buffer FACS y 0.1% saponina, durante 45 minutos en
oscuridad. Se empled saponina cuando las marcaciones eran para el analisis de proteinas
cuyos antigenos no se localizaban en la cara extracelular. Luego, se lavd dos veces con buffer

FACS, centrifugando a cada paso de lavado por 5 minutos a 1000 rpm. Se descartd el
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sobrenadante, y se incubd con 100 pl del anticuerpo secundario AlexaFluor 488° burro anti-
conejo (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA; 1/100)1/100 en buffer
FACS y 0.1% saponina, durante 45 minutos en oscuridad. Luego de nuevos lavados, las
células fueron fijadas en PFA 4%. Tras nuevos lavados, las células fueron mantenidas en
100ul PBS 1X hasta su analisis por citometria de flujo. Mediante citometria de flujo se
cuantificd, por ejemplo, la fracciéon de células GLAST* CD44* Tom*, en las condiciones

descriptas anteriormente.

4.8.4. Células mononucleares de sangre periférica

Para estos estudios se utilizaron ratones adultos Wnt1¢;Rosa26™™ a los que se les generd
fibrosis (y/o se les aplicé IMT504) o fueron sometidos a hepatectomia o quedaron sin tratar
(controles naive). Estos animales fueron anestesiados profundamente con hidrato de cloral
y se les extrajeron los globos oculares para la obtencién de sangre periférica, la cual fue
colocada en un tubo Eppendorf 1.5 ml con heparina. La muestra obtenida fue diluida 1:2 en
solucidn fisioldgica. Mediante un gradiente de Ficoll, se separd la fraccion mononuclear. Se
realizd el recuento de células viables, obteniéndose usualmente un total de
aproximadamente 1x10° células viables por muestra. Se realizaron las inmunomarcaciones
para CD44 y GLAST y se realizaron las determinaciones en citémetro de flujo como se
describe anteriormente. Posteriormente a la extraccidon de sangre, los animales fueron
sacrificados mediante dislocacién cervical y se obtuvieron muestras de higado y médula

Osea.
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4.9. Ensayos de células mesenquimales formadoras de colonias (CFU-Fs)

Para la obtencion de las células mononucleares de médula ésea (BMMCs), ratones adultos
Wnt1e:Rosa26™™ fueron eutanasiados mediante dislocacién cervical. Se disecaron las
extremidades posteriores y se las colocd en solucién fisiolégica con 1 ml de suero fetal
bovino (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Luego, fueron colocadas
durante 20 minutos en etanol 70%. En condiciones estériles y bajo campana de flujo
laminar, se limpiaron bien los huesos y se cortaron las epifisis proximales y distales de
fémures vy tibias. Luego, utilizando una jeringa de 10 ml, con aguja 26G, cargada de medio
DMEM de baja concentracion de glucosa (1 g/l) con 10% de suero fetal bovino, se introdujo
la punta de la aguja en el hoyuelo dejado por la extraccidon de las epifisis dseas y se pasé el
liquido, dejando salir la médula 6sea por el hoyuelo contrario. Se realizé un lavado de las
células con el mismo medio y posteriormente se procedié al recuento en cdmara de
Neubauer, con colorante Trypan Blue (Sigma-aldrich, St. Louis, MO, USA). Las células fueron
sembradas (2x10°) en botellas T25 (Nunc, Rochester, NY), utilizando medio D-MEM baja
glucosa suplementado con 100 IU/ml gentamicina (Larjan, Buenos Aires, Argentina), 2.5
ug/ml anfotericina B (PAA Laboratories, Linz, Austria), 2 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich) y
20 % suero fetal bovino (Gibco). Las botellas fueron incubadas a 379C en una atmdsfera de
5% didxido de carbono. Luego de 7 dias de cultivo, se realizé6 cambio de medio por uno
fresco. Al dia 14, las células fueron lavadas dos veces con PBS1x y luego fueron fijadas con
metanol 100% durante 15 minutos y tefiidas con una solucion de Azur Eosin Methylene Blue
(Giemsa; Merck & Co., White-house Station, NY). Las colonias fueron cuantificadas

utilizando un microscopio invertido dptico (Nikon Eclypse NiE, Melville, NY, USA) Se definio
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una colonia como un grupo de minimo 50 células con una disposicion circular. Los

resultados fueron mostrados como nimero total de CFU-F por 2x10° BMMCs sembradas.

En algunos en botellas T25 (Nunc, Rochester, NY), se sembraron BMMCs a una densidad de
5x10° células/cm? en DMEM baja glucosa completo suplementado con suero fetal bovino
10%. Se realizaron cambios de medio cada 72 h hasta obtener una confluencia del 90%. Se
realizo el pasaje celular por tripsinizacién (tripsina 0,25% + EDTA 1mM): las células fueron
re-sembradas a una densidad de 5x103 células/cm? en el mismo medio de cultivo. De esta
manera, se llegaron a realizar hasta 4 pasajes celulares. Antes del primer pasaje, se
seleccionaron especificamente las colonias cuyas células expresaban el gen reportero
(Tom): empleando microscopio de fluorescencia (Nikon Eclypse NiE, Melville, NY, USA), se
marcaron los limites de las colonias Tom* en el plastico, en la cara inferior de la placa. Eso

permitié expandir por separado las colonias Tom*y Tom".

4.10. Hepatectomia

El objetivo principal de la hepatectomia experimental es generar una reseccion parcial del
higado y analizar luego los mecanismos regenerativos de este érgano. Para ello se requiere
gue el animal se encuentre bajo anestesia durante toda la operacién. Una vez anestesiado
utilizando isofluorano al 5% con flujo de oxigeno a 0.5-1.0 |/min, se generd una incisién en
la cavidad peritoneal manteniendo abierta la misma con un blefaréstato pediatrico. Con la
ayuda de hisopos y pinzas, se separd el I6bulo izquierdo, dejando ver su cara inferior, para
colocar el hilo de sutura Vicryl Plus (Ethicon Endo-Surgery, Inc.) segun se indica en la Figura
16. Luego se coloco el I6bulo nuevamente en su lugar y utilizando ambos extremos del hilo

se generaron dos nudos tratando de que los mismos pasen por el extremo (origen) del
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I6bulo izquierdo. Una vez colocado el nudo en su lugar, con una tijera, se procedio a cortar
la mayor parte posible del tejido de lI6bulo izquierdo, sin desprender el nudo. Este mismo
procedimiento se repitid con el I6bulo derecho, dejando Unicamente los l6bulos cuadrado
y caudado. De esta manera fue posible obtener una reseccién de aproximadamente el 70%
del higado. Terminado este procedimiento se cerré mediante suturas la incisién abdominal
previamente realizada en el animal y se dejaron reposar a los animales sobre una

almohadilla caliente hasta su recuperacién del efecto de la anestesia.
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Figura 16: Dibujo esquematico de la anatomia del higado del ratén y la colocacidn de hilos de seda
para realizar los nudos. (a) El hilo para el primer nudo debe colocarse entre el caudado y los I6bulos
laterales izquierdos en la base de este ultimo. (b) El segundo nudo se debe atar dentro del area
discontinua, por encima de la vesicula biliar, pero no muy cerca de la vena cava suprahepatica. La
punta del I6bulo derecho se puede utilizar como punto de referencia para colocar el nudo. Imagen
tomada de Mitchell & Willenbring, 20088,

4.11. Tinciones histoldgicas

Se empled la técnica de tincién con Rojo Sirio, que permite la marcacion del coldgeno
fibrilar. Secciones de higado procedentes de ratones Wnt1¢¢;Rosa267°™ fueron lavadas en
PBS1x y deshidratadas en alcoholes de concentracién creciente (70%, 96% y 100%) y luego

inmersas en xilol durante 1 minuto. Luego fueron rehidratadas en alcoholes decrecientes y
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posteriormente inmersas en PBS1x durante 5 minutos. Terminada la rehidratacién los
vidrios fueron incubados durante 1 hora con Picro Sirius Red (rojo sirio 0,1 % m/v; Sigma
Aldrich 365548; en acido picrico saturado). Se lavaron dos veces en acido acético glacial al
0,005% en agua destilada y el exceso de liquido fue removido. Luego se procedid a la
deshidratacién, mediante incubacién con etanol 100 %, y aclaramiento con Xilol, durante 1

minuto en cada paso. Se realizé el montaje de cubreobjetos empleando balsamo de Canada.

4.12. Diferenciacion in vivo de células Wnt*de la médula 6sea en HLCs y

células endoteliales

Para analizar la capacidad de diferenciacién de células de médula 6sea Wnt1*, se obtuvieron
células mononucleares de la médula dsea de animales adultos Wnt1¢;Rosa267°™ habiendo
sido o no inducidos previamente durante 4 horas con el oligonucleétido IMT504. Estas
células fueron inyectadas por via sistémica (vena de la cola; 5x10° células/animal) en
animales LAEN:NIH(S)-FOXN1 (nude; athymic), algunos de los cuales habian sido
hepatectomizados 6 dias antes. A los dias 1 0 5 post-transplante se obtuvieron las fracciones
de células parenquimatosas y no parenquimatosas a partir de los higados de los animales
hepatectomizados o control (naive). Se analizd la contribucidn de células trazadas con HLCs,
células endoteliales y gliales mediante citometria de flujo. Las muestras correspondientes a
la fraccidn parenquimatosa fueron inmunomarcadas para el andlisis de la coexpresién con
Tom de diversas combinaciones de marcadores: CD44 y Vimentina, CD44 y Albumina y CD44
y fibronectina. La fraccidon no parenquimatosa fue inmunomarcadas para CD44 y CD31 y

CD44 y 5100.
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4.13. Proliferacion de células de médula 6sea Wnt inducidas con IMT504

Para analizar un posible efecto de IMT504 sobre la proliferacién de las células de médula
dsea trazadas con Wnt1, se emplearon MSCs a P4, obtenidas a partir de pericitos Tom*
obtenidos de ratones Wnt1. Estas células fueron sembradas en placas de 24 pocillos. Las
células fueron incubadas con IMT504 (0.5ug/ml) durante dos horas. Posteriormente, se
lavaron los cultivos y se procedié a levantar las células de diversos pocillos (uno por dia,
durante 5 dias) para el recuento de células viables y el calculo del tiempo de duplicacién in
vitro (doubling-time assay): consiste en determinar el tiempo que necesita una poblacién

celular para doblar su tamafo o valor.

Calculo del tiempo de duplicacion:

PDT= (T2-T1)

3,32 x (logN2 —logN1)
T: tiempo (1: inicial; 2: final)
N: numero de células (1: inicial; 2: final).
Otras muestras fueron fijadas con PFA 4% para citometria de flujo utilizando el marcador

de proliferacién Ki67.

4.14. Ensayo de Herida de células de médula 6sea Wnt inducidas con

IMT504

Para determinar el efecto del IMT504 sobre la capacidad de migracién en ldmina de las
MSCs trazadas con Wnt1l, se realizé un ensayo de herida. Estas células fueron sembradas
en placas de 6 pocillos. Las células fueron incubadas con IMT504 (0.5ug/ml) durante dos

horas y luego se realizé una raspadura en la placa. Se tomaron fotografias de los pocillos de
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cada condicién (inducidas o no con IMT504) luego de la herida, como tiempo O y
posteriormente a las 8, 12 y 16 horas. Se cuantificé el % de la herida abierta para cada

tiempo y cada una de las condiciones.

4.15. Ensayo de induccion de Wntl en cultivos primarios de pericitos

trazados de ratones Wnt1¢;Rosa26™™ mediante empleo de IMT504

Para determinar si el ODN IMT504 induce la activacidn de novo de Wntl en MSCs derivadas
de pericitos trazadas con Wntl provenientes de la médula dsea, se utilizaron células
mononucleares de médula dsea obtenidas de animales Wnt1¢¢;Rosa26™™. Estas células
fueron plagueadas en placas de 6 posillos hasta la formacién de colonias. Al ser obtenidas
las colonias (dia 0), se tomaron fotografias de las placas y se realizé el recuento de las
colonias totales y de aquellas que eran positivas o negativas para Tom. Se agregé IMT504
(0.5ug/ml) al medio de cultivo durante dos horas. En los siguientes dos dias, una vez por
dia, se realizé la cuantificaciéon de las colonias totales, y de aquellas Tom* o Tom". Se
calcularon los porcentajes de colonias que contenian algunas células Tom* luego de la

induccion con IMT504.

4.16. Analisis estadistico

Todos los experimentos fueron repetidos al menos 3 veces con un tamaino de muestra
minimo de 5. Los valores fueron expresados como media + SEM. Se aplicaron diferentes
métodos estadisticos seglin el nUmero de grupos a comparar por experimento y el tipo de
distribucién de los datos (normal o no). Un valor de p <0,05 fue considerado como

significativo. Se utilizé el software Prism (GraphPad, San Diego, CA, EE. UU.).
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Resultados
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5. RESULTADOS

5.1. Desarrollo del modelo de la fibrosis hepatica

Con el objetivo de analizar la contribucion de NCDCs y/o pericitos GLAST* con el higado sano
y fibrético, primeramente, se pusieron a punto dos modelos de fibrogénesis: 1) de
aplicacion crénica de tioacetamida (TAA; 3 aplicaciones intraperitoneales/semana, 1 a 8
semanas), y 2) de ligadura del conducto colédoco (con una sobrevida de 2 semanas). En
ambos modelos, se observo que los animales de las distintas cepas analizadas desarrollaron
una fibrosis establecida. Para confirmarlo, se realizaron tinciones de rojo sirio. En el modelo
de TAA, luego de 8 semanas de tratamiento, la fibrosis no sdélo fue importante en la zona
perilobulillar, ya que también se formaron puentes fibréticos entre espacios portales y
venas centrolobulillares (Figura 17A) y con frecuencia fue observada marcacidon de rojo sirio
en la zona parenquimatica, entre hepatocitos. En el modelo de BDL, 2 semanas post-cirugia,
se observd desarrollo de fibrosis en los espacios porta y presencia de puentes fibréticos
porta-portales (Figura 17). En los animales sin dafio, se encontrd escasa tincién limitada a

los contornos de algunas venas porta hepaticas.

Se emplearon las mismas secciones para cuantificar la deposicion de colageno fibrilar
empleando el programa ImageJ (Image Processing and Analysis in Java; NIH), mediante
analisis del area de tincidn con rojo sirio (Figura 17). En los dos modelos de lesién aplicados

encontrandose un aumento significativo en el grado de fibrosis hepatica.
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Figura 17: Modelos de fibrosis hepatica. Arriba: Microfotografias representativas en campo claro de
secciones de higado tefiidas con el colorante rojo sirio, de ratones Wnt1¢;Rosa26™" control o luego
del tratamiento con tioacetamida por ocho semanas (TAA 8W) o ligadura del conducto colédoco
(BDL). Note la presencia de marcacién con rojo sirio en el parénquima de animales TAA 8w, lo que
es sefal de un grado avanzado de fibrosis. Abajo: Comparacion estadistica del drea marcada con
rojo sirio. *p<0.05; ***p<0.001; vs. Ctrl; prueba de comparaciones miultiples de Tukey; n=5.

5.2. Contribucion de células Wntl* a la fraccion de células no

parenquimaticas durante la fibrosis hepatica

Al analizar posibles cambios en los fenotipos de las células Tom* presentes en el higado
fibrético de esos animales y en su incidencia relativa buscamos primero caracterizar la
fraccidén no parenquimatosa del higado. En animales control naive se encontrd contribucién
de NCDCs con la glia periférica. Las células trazadas coexpresaron marcadores tipicos de
células de Schwann no mielinizantes, tales como S100, GFAP y Vimentina (Figuras 18 A,By

19 B,D,E). Estas se encuentraron principalmente localizadas en los alrededores de las venas
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porta hepaticas (Figuras 18 Ay 19 E). En secciones de ratones PLP1®RT-Rosa26™™ pudimos
observar que en estadios perinatales el higado es colonizado por SCPs, durante el proceso
de inervacidon del drgano. Las células de Schwann residentes del higado usualmente
presentan dos largos procesos que siguen la orientacion de las paredes de las venas porta

hepaticas (Figura 18 C).

En el contexto de fibrosis hepdtica, la incidencia de células gliales aumentd
significativamente, en mds de dos veces, luego del tratamiento de TAA durante 8 semanas
o luego de la ligadura del colédoco (Figura 18B). En algunos casos, numerosas células de la
glia fueron localizadas en puentes de fibrosis, asi como entre hepatocitos dentro del

parénquima hepatico (Figura 19A).

Para confirmar estos datos y analizar la frecuencia relativa de células de la glia en la fraccién
de células no parenquimaticas del higado, se realizaron ensayos de citometria de flujo.
Consistentemente con los datos anteriores, el porcentaje de células Vimentina* Tom* fue
significativamente mayor en higados con estadios tempranos de fibrogénesis, tras 2
semanas de tratamiento con TAA (Figura 19B,C). En el modelo de ligadura del conducto
colédoco, también mediante citometria de flujo se analizé la fraccidn positiva de células
GFAP* Tom* presentes en el higado luego de 2 semanas de la cirugia, observandose un

aumento significativo de la fraccidn doble positiva con respecto al control (Figura 20A).
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Figura 18: Contribucién de células Wnt1* con células no parenquimaticas en higados sanos y
fibréticos. (A) Microfotografias representativas de secciones de higados control (Ctrl), TAA 8
semanas (TAA) o ligadura del conducto colédoco (BDL) provenientes de ratones Wnt1¢;Rosa26™™.
Escala: 20 um. (B) Grafico de barra mostrando comparaciones estadisticas del nimero de células de
glia por campo de microscopio, Kruskal-Wallis con prueba de Dunn para comparaciones multiples.
(C) Analisis de Sholl de los procesos gliales en higados sanos o fibrdticos (TAA 8 semanas y BDL 2
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semanas); ANOVA de 2 factores y prueba de Bonferroni para comparaciones multiples. (D) Grafico
de barras mostrando comparaciones estadisticas de la longitud de los procesos gliales. Kruskal-
Wallis con prueba de Dunn para comparaciones multiples. (E) Microfotografia mostrando endotelio
marcado con Lectin en animales Wnt1“¢;Rosa26™™ TAA 8 semanas. Escala: 10 um. Inset: imagen
RGB de mapa de pixeles de colocalizacién. M1, blanco, Tom, M2 rojo, Lectina, coeficiente de
Manders, calculado con Image J. (F) Grafico de barras mostrando comparaciones estadisticas en el
numero de células endoteliales por campo, control vs. TAA 8 semanas, Mann-Whitney test. (G)
Gréfico de barras mostrando comparaciones estadisticas en el nimero de células endoteliales por
campo, control vs. BDL 2 semanas. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001; vs. Ctrl; Mann-
Whitney. n=7.
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Figura 19: Contribucién de la cresta neural con la glia en animales control y con fibrosis, modelo de
TAA. (A) Microfotografias representativas de secciones de higados fibréticos mostrando células de
glia trazadas dentro de un puente de fibrosis en animales Wnt1¢;Rosa26™™ tratados con TAA por
8 semanas. (B-C) Graficos de puntos representativos de andlisis de citometria de flujo de células no
parenquimaticas hepaticas, marcadas con Vimentina obtenidas de animales sanos o tratados con
TAA durante 2 semanas. (D) Grafico de barras con la comparacién estadistica de los porcentajes de
células Vimentina* trazadas con Wnt en animales sanos vs. dafilados con TAA 2 semanas. *p<0.05;
t-student; vs. Ctrl; n=3. (E) Microfotografias representativas de secciones de higados mostrando
células de glia trazadas con Wnt que expresan GFAP. Escalas: A, 50 um; E, 40 um.
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El aumento en la incidencia de células de la glia fue confirmado en ratones
PLPCeERT-Rosa26™°™, inyectados con tamoxifeno a P2 o a P60 (Figura 21A,B), y en ratones
Nestina“®;Rosa26™™, luego de 8 semanas de tratamiento con TAA (Figura 21C). En los casos
de estas dos cepas, se cuantificé el nimero de células no parenquimaticas presentes por
campo de microscopio de 200x. No se excluyeron células presentes alrededor de venas
porta de gran tamafio ni en la capsula de Glisson. En estos animales, fueron también
trazadas células mesenquimaticas y otra subpoblacidn de células endoteliales localizadas
en puentes de fibrosis, respectivamente. En estas tres cepas de ratones doble-transgénicos,
la Unica poblacion celular trazada en comun fue la de células de la glia, cuya incidencia
aumenta en el higado fibrético. Este resultado nos permite concluir que las NCDCs sdlo

contribuirian con células de la glia en el higado.
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Figura 20: Contribucién de células Wnt1* con células de la glia y células endoteliales en animales
control y con fibrosis, modelo de BDL. (A-B) Dot plot representativo de analisis de citometria de flujo
de células no parenquimaticas hepaticas, marcadas con GFAP (A) o CD31 (B). Derecha, Grafico de
barras con la comparacion estadistica de los porcentajes de células trazadas con Wnt en animales
sanos vs. BDL 2 semanas. *p<0.05; vs. Ctrl; t-student; n=3.
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Figura 21: Contribucion de células trazadas con PLP1 o Nestina con células no parenquimdticas
trazadas en el higado fibrdtico. (A, B) Graficos de barras que muestran las comparaciones
estadisticas del nimero de células no parenquimaticas presentes en el higado que fueron trazadas
en ratones PLP“*fT:R0osa26™™ mediante inyeccién tamoxifeno a P2 (A) o P60 (B), luego de 8
semanas de tratamiento con TAA o en animales control. (C) Gréfico de barras que muestra la
comparacién estadistica del nimero de células no parenquimaticas trazadas en el higado de
animales Nestina“¢;Rosa26™™ tratados con TAA por 8 semanas o control. Los Iébulos hepdéticos
fueron analizados separadamente: cuadrado (Q), caudado (C), I6bulo derecho (R), y Iébulo izquierdo
(L). #°5%p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; vs. Ctrl; Mann-Whitney; n=3.

El aumento en la incidencia de células de la glia puede ser indicador de activacidn celular.
Para confirmar esta posibilidad, se realizé un analisis de Sholl, que permite estudiar cambios
en la complejidad de las proyecciones celulares, en higados de ratones Wnt1¢;Rosa267°™.
Las células de la glia residentes en higados fibréticos presentaron una mayor ramificacion
de sus procesos en comparacién que aquellas del grupo control. Asimismo, se observd un

aumento significativo en la longitud total de los procesos, los que duplicaron su tamano

87



normal luego del dafio por BDL (Figura 18A,C,D). Estos resultados nos permiten concluir que

durante la fibrogénesis hepatica se induce la activacidn de células de la glia.

Interesantemente, en los higados fibréticos de animales Wnt1¢¢;Rosa26™" se observé otro
tipo celular que expresaba Tom. Estas células tenian aspecto aplanado y fueron encontradas
preferentemente tapizando luces correspondientes a capilares sanguineos de zonas
parenquimaticas. Si bien en ocasiones se observd un aumento en su incidencia en algunas
de esas regiones en cortes sucesivos, generalmente su distribucién fue heterogenea vy
aleatoria en los diversos I6bulos hepaticos. Estas células pudieron ser caracterizadas como
Lectina* CD31* S100° GFAP- Desmina’, correspondiendo por tanto a células endoteliales

(Figuras 19E, 20B).

En algunos animales tratados con TAA, las células endoteliales Tom* fueron incluso mas
abundantes que las células de la glia. Sin embargo, en animales sanos muy raramente
pudieron observarse células endoteliales Tom*, localizadas preferentemente en las paredes
de las venas porta hepaticas (Figuras 18F,G, 20B). En animales tratados con TAA o BDL, el
numero de células endoteliales fue significativamente mayor que en los higados no
lesionados (Figuras 18F y 20B). Teniendo en cuenta lo anterior, podemos concluir que en
un higado sano las células Wnt1* contribuyen con células gliales y raramente con células
endoteliales. En una situacion de dafio crénico, como la fibrogénesis hepatica, las células de
la glia sufren un proceso de activacidon, con un aumento en su incidencia y una mayor
complejidad de sus procesos celulares. Asimismo, durante el proceso fibrogénico se induce

un aumento en el niumero de células endoteliales trazadas con Wnt1.
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5.3. Contribucion de células Wntl* a la fraccion de células

parenquimaticas en el higado fibrético

Al analizar el tejido hepético adulto de animales Wnt1¢¢;Rosa267°™ se observd una rara
incidencia de células trazadas HNF4o* Albumina* CK18* Desmina ~ Vimentina’, que
corresponden a un fenotipo de células tipo-hepatocitos (HLCs) (Figura 22A,B,E,F,l,J).
Cuando se analizaron muestras hepdticas de animales fibréticos, se encontré un aumento
significativo en el nimero de HLCs Tom* (Figura 22C-J). Este aumento fue mds notable en el
modelo de hepatotoxicidad por TAA, en que el nimero de HLCs trazados fue diez veces
superior al encontrado en animales sanos (Figura 22E). Cuando se analizaron por citometria
muestras de la fraccidn parenquimatica de higados con una fibrosis temprana (tratamiento
de TAA 2 semanas), se observé un aumento significativo en el porcentaje de células HNF4o*
Tom* en comparacién con el control (Figura 22l1,J). En la mayoria de las secciones
provenientes de higados fibréticos, las HLCs se encontraron dispersas en el parénquima,
mas frecuentemente en grupos de 2 o 3 células y en ocasiones formando grupos o clusters

celulares.

Nos preguntamos entonces si estos HLCs podrian ser trazados a partir de SCPs, un tipo
celular que presenta un notable grado de plasticidad celular. Como fue mencionado
anteriormente, no se encontré contribucion con HLCs de células trazadas en ratones
adultos PLP1tRT:Rosa26™™ a los que se aplic tamoxifeno a P2. Ello sugiere que las HLCs
no se originarian a partir de SCPs que colonizan el higado durante el proceso de inervacion

de ese d6rgano.
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Figura 22: Contribucién de células Wnt1* con células parenquimaticas en el higado sano y fibrético.
(A-D) Microfotografias representativas de secciones de higado de ratones Wnt1¢;Rosa26™" control
(A, B), TAA 8 semanas (C) y BDL 2 semanas (D). (E) Grafico de barras mostrando comparaciones
estadisticas del nimero de HLCs por campo (control vs TAA; Mann Whitney). (F) Grafico de barras
mostrando comparaciones estadisticas del nimero de HLCs por campo (control vs BDL; t-student).
(G, H). Microfotografias representativas de células parenquimaticas marcadas en suspensién con
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HNF4a (G) y Albumina (H). (I) Histogramas representativos de analisis de citometria de flujo de
células parenquimaticas Tom* marcadas con HNF4a. (J) Gréfico de barras mostrando el porcentaje
de células doble positivas (control vs TAA2w, t-student). *p<0.05; ****p<0.0001; vs. Ctrl; n=5.

Luego quisimos analizar la posibilidad de que SCPs pudieran contribuir con HLCs durante
estadios embrionarios. Con este fin, se aplicé tamoxifeno a hembras prefiadas portando
embriones PLP1®tR72:Rosa 26" en estadio embrionario 12,5 (E12,5), lo que permite trazar
precursores de Schwann tempranos. Los embriones fueron recolectados en estadios E15,5
y E17,5 para analizar el fenotipo de las células trazadas presentes en el higado. Se
observaron varias células YFP* dispersas en el parénquima, especialmente en regiones
dorsales y posteriores/caudales del higado (Figura 23A,B). Las células YFP* no expresaron
marcadores de células estrelladas hepaticas como Desmina y Vimentina, pero raramente
coexpresaron marcadores del linaje de hepatocitos, como alfa-Fetoproteina (AFP) (Figura
23C-K). Estos resultados sugeririan que SCPs podrian raramente originar HLCs durante

estadios embrionarios.

Para confirmar estos datos, en un experimento control se realizé la induccion de la
recombinacion en los mismos animales inyectando tamoxifeno a E15,5 y los animales
fueron analizados a E17,5, no pudiéndose encontrar células YFP* que no estuvieran en
contacto con axones neuronales. Ese dato nos permite concluir que células presentes en el
higado no expresan PLP1 a E15,5 ni existe contribucién de SCPs o células de Schwann
inmaduras con células no neurales en el higado durante estadios embrionarios.
Considerando que la inervacién del higado tiene lugar durante estadios embrionarios
posteriores y que la distribucidon de las células AFP YFP* no esta asociada a fibras nerviosas,

podemos concluir que estas células serian reclutadas a través del torrente sanguineo.
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Figura 23: Contribucidon de células trazadas con PLP1 con HLCs durante estadios embrionarios. (A-B)
Microfotografias representativas de higados embrionarios E15,5 obtenidos de ratones
PLP1tR72:R0sa 26" mostrando células trazadas. Las hembras prefiadas fueron inyectadas i.p. con
tamoxifeno a E12,5. (C-K) Microfotografias representativas de higados embrionarios E17,5
PLP1ER12:Rosa 26" mostrando algunas células trazadas inmunomarcadas con AFP. Las muestras
provienen de embriones de hembras prefiadas inyectadas con tamoxifeno a E12,5. (D-K) Imagenes
con mayor maghnificacion obtenidas de las areas indicadas por los recuadros con lineas de puntos en
(C). Escala: 50 um. n=3.

Se buscd confirmar esos datos en otras cepas de ratén. Una linea inducible de ratones

conocida por su especificidad en trazar NCDCs es Sox10°¢fR72, Sin embargo, cuando
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hembras prefadas fueron inyectadas con Tx a E9,5, algunas células estromales fueron
trazadas en regiones dorsales del higado en una porcidn minoritaria de los embriones
Sox10“®tR12:Rosa26™°™ analizados a E17,5. Un resultado similar fue hallado en ratones

Wnt1¢¢;Rosa26°™ a E16 en una localizacién similar (en 3 de 9 embriones).

En muestras de sangre periférica obtenidas de embriones PLP1¢ERT2:R0osq26"FP
provenientes de hembras tratadas con Tx a E12,5 se encontraron cantidades significativas
de células trazadas con PLP1, en comparacién con muestras de embriones correspondientes
a la condicién Tx E15,5. Como el proceso de inervacién hepatica es posterior en el tiempo,
a partir de estos resultados podemos concluir que, en una fraccion minoritaria de animales,
a E12,5-E15,5 células estromales PLP1* Sox10* y/o Wnt1*, de probable origen no neural,
podrian ser reclutadas hacia el higado a través de sangre periférica. Por lo tanto, la rara
incidencia de HLCs trazadas en ratones Wnt1“¢Rosa26™" se deberia mas probablemente
a la activacidn de novo del promotor en células no neurales. El hecho de que SCPs reclutados
hacia el higado durante su inervacién no contribuyan con HLCs favoreceria también esta
hipdtesis (ver mads arriba). Finalmente, se encontré un mayor nimero de HLCs trazadas con
Wntl en el higado fibrético en comparacién con animales naive, lo que sugeriria una
capacidad regenerativa mds competitiva de estos HLCs en comparacién con otros

hepatocitos residentes.

5.4. Contribucion de células Wntl1* a la médula dsea

En los estudios realizados en ratones Wnt1Cre;Rosa267°" se observd una rara incidencia de
HLCs y de células endoteliales trazadas. Sin embargo, un notable aumento de células Tom*

presentando esos dos mismos fenotipos fue encontrado en el higado fibrético. Ademas, en
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higados lesionados se observd que las HLCs y las células endoteliales trazadas se hallaban
distribuidas en distintos focos, generalmente de una o pocas células, a lo largo de secciones
hepaticas. Estas evidencias sugieren un origen extrahepatico de ambos tipos celulares. Esas
células podrian por tanto derivar de progenitores presentes en la médula ésea, los que se
movilizarian hacia la sangre periférica y podrian ser posteriormente reclutados hacia el sitio

de lesion.

Para verificar esta hipoétesis, se analizé el fenotipo de las células trazadas en la médula 6sea
adulta en ratones Wnt1Cre;Rosa26™™ (Figura 24). Aproximadamente la mitad de las células
Tom* consistieron en células de Schwann no mielinizantes GFAP*S100* Nestina* aSMA", con
diferentes morfologias, en contacto con axones Tuj1* TH* (Figura 24A-C,E). Sin embargo, la
otra mitad de las células trazadas fueron células estromales Fibronectina* Desmina* GLAST*

Vimentina* GFAP, de tipo perisinusoidal (a-SMA") o periarteriolar (a-SMA*) (Figura 24D,E).

E % células Tom*
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Figura 24. Contribucién de las células trazadas con Wntl con la médula dsea. (A-D) Imagenes que
muestran células de Schwann no mielinizantes GFAP* Nestina* trazadas en la médula dsea adulta de
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ratones Wnt1¢;Rosa26™™. Estas células generalmente integran fibras nerviosas, son cercanas a un
vaso sanguineo (recuadro A, B) y cambian su morfologia en areas periféricas de la médula 6sea (C).
Ademas, otras células trazadas carecen de la expresién de GFAP y expresan Fibronectina (B, D). (E)
Graficos que muestran la contribucién relativa de diferentes subpoblaciones celulares trazadas con
Whntl. Barras de escala: A, 50 um; B, D, 20 um; C, 40 um; n=3.

Nos preguntamos entonces si las células estromales trazadas con Wntl podrian originarse
en la cresta neural. Con este objetivo, hembras prefadas que portaban embriones
Sox10°¢tR72:Rosa26"P fueron inyectadas en Tx a E9,5 y los embriones fueron recolectados
a 17,5. Se encontraron muy raramente células YFP* de tipo estromal en la médula ésea.
Resultados similares fueron hallados en ratones Wnt1¢¢;Rosa26™™ a E16. Unicamente a dia
postnatal 6 (P6) se observaron consistentemente algunas células estromales trazadas en
estos ultimos ratones. En conjunto, estos datos sugieren que algunas células estromales en
la médula d6sea adulta pueden ser trazadas con Wnt1 a partir de estadios postnatales; estas
células, muy probablemente de origen mesodérmico, podrian ser movilizadas y reclutadas

hacia el higado durante la fibrogénesis.

5.5. Pericitos GLAST* de médula 6sea, una fuente de células endoteliales

y de HLCs

Quisimos entonces confirmar algunos de los resultados obtenidos en otra cepa de ratén.
Gracias a la generosidad del Dr. Guillermo Lanuza (Fundacidn Instituto Leloir), tuvimos
oportunidad de conseguir ratones GLAST"®fR72_ Esta proteina se expresa en células de la glia
radial® y en células de Schwann mielinizantes®, pero hasta el momento se desconocia su
patron de expresion en el linaje de células gliales periféricas. Mas interesante aun fue el

hecho de que GLAST fue descripto como marcador de una subpoblacion de pericitos, que
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carece de la expresién de a-SMA>>. Ello sugeria la posibilidad de que una gran parte de los

pericitos Wntl* presentes en la médula dsea coexpresara GLAST.

En primer término, se investigd el patréon de expresién de GLAST en el linaje de células de
Schwann, mediante inmunofluorescencia. Se utilizaron secciones provenientes de ratones
CD1 a E13.5 y de nervios adultos de ratones GLAST®tR72:Rosa26'°™ inducidos con
tamoxifeno a P60. Se confirmd la expresion de GLAST en células de la glia radial Nestina*
Sox2*, cuyo soma se localiza en la zona ventricular del tubo neural embrionario; en este
tejido, se observé una reduccion gradual en la expresién de GLAST cuando esas células
guedan especificadas al linaje neuronal (Figura 25A,B,D,E). Asimismo, pudimos confirmar la
expresion de GLAST a nivel proteico en algunas células de Schwann S100* en el nervio ciatico
adulto (Figura 26A). Por primera vez pudimos constatar expresion de GLAST en células de
cresta neural Nestina* presentes en las células del capuchdn limitrofe de la cresta neural
(boundary cap neural crest cells), que son multipotentes y pueden generar neuronas y glia
(Figura 25C,F). También expresé este marcador una subpoblacion de SCPs y/o células de
Schwann inmaduras Nestina* presentes en las raices nerviosas del tubo neural y en los rami
communicantes (Figura 25F). Finalmente, la mayoria de los axones de nervios craneales en

secciones de cerebro fueron GLAST* (Figura 26B).
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Figura 25: Patrén de expresion GLAST en el linaje de células de Schwann. Imagenes que muestran la
expresion de GLAST (verde) en secciones de embriones CD1 a E13.5 correspondientes a los niveles
del tronco, en secciones co-inmunotefiidas con Tujl (A-C) o Nestina (D-E) (rojo). (B-C) Imagenes
magnificadas de (A), correspondientes a aspectos ventrales (B) o a la raiz dorsal del tubo neural (C),
respectivamente. (E) Imagen magnificada de una region de (D). (F) Imagenes que muestran la
expresion GLAST en células Nestina* del capuchén limitante (boundary cap) ventral (flecha
discontinua) y en precursores de células de Schwann/células de Schwann inmaduras, dentro de un
nervio espinal (flechas). Barras de escala: A, D, 100 um; B, E, F, 20 um; C, 10 um; n=3.

97



Figura 26: Patron de expresion de GLAST en células de Schwann adultas y en el cerebro embrionario.
A. Imagen representativa de un nervio ciatico de animales GLAST®"®R72:Rosa267°™ inyectados con
tamoxifeno a P2 e inmunomarcado con S100 (verde). B. Imagen representativa de la expresion de
GLAST (verde) en una seccién coronal de cerebro de embrién E13,5 CD1, inmunomarcado con Tujl.
A. 25 pm; B 20 um; n=3.

Teniendo en cuenta que en el linaje de las células de Schwann se expresa GLAST, se analizé
el higado de ratones GLAST®(R72:Rosa26™°™, los que fueron previamente inyectados con
tamoxifeno, a P2 o P60. Sin embargo, las células de la glia residentes en el higado no fueron

trazadas en estos animales, incluso luego de lesiones hepaticas.

Sin embargo, en las secciones de higados provenientes de animales control inyectados con
tamoxifeno a P2, se observaron células endoteliales (Figura 27C) y HLCs (Figura 27E,H) Tom*
en numeros similares a los encontrados en los higados de ratones Wnt1¢¢;Rosa267°™. Por
otra parte, cuando se aplicé tamoxifeno a P60 no pudieron observarse células endoteliales
trazadas (Figura 27D) y se encontraron HLCs trazados aunque en niumero aun mas reducido

que cuando se indujo la recombinacién a P2 (Figura 271,L).

Al analizarse los higados fibrdticos de animales tratados con TAA durante 1 semana se
encontrd una tendencia a un aumento en la incidencia de células endoteliales (Figura 27A,C)

y de HLCs (Figura 27F,H) Tom*. Estas diferencias se hicieron significativas cuando se
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extendio el tratamiento por 8 semanas, tanto para las células endoteliales (Figura 27B,C)
como para las HLCs (Figura 27G,H). A esta sobrevida, la incidencia alcanzada por ambos
tipos celulares fue similar a la observada en ratones Wnt1“¢Rosa26™™ a los que se les
aplico similar tratamiento. Finalmente, en el caso de los animales inducidos con tamoxifeno
a P60 y lesionados por TAA, se constatd un aumento en el nimero de células endoteliales
(Figura 27D) y de HLCs (Figura 27J-L) Tom*, con un patrdn similar al observado en animales
inducidos a etapa temprana postnatal, aunque con una menor incidencia total de las células
trazadas. Para excluir la posibilidad que una activacién de novo del promotor por efecto de
la lesién, animales no inducidos con tamoxifeno fueron tratados con TAA durante 4
semanas y se procedid a la cuantificaciéon de células positivas de la misma manera. Solo
fueron trazadas 0,005+0,002 HLCs/campo (vs. 0,123 + 0,043 células/campo, TAA 4W Tx P2;
vs. 0,052 + 0,008 células/campo, TAA 4W Tx P60; p <0.01; Kruskall-Wallis con prueba de
comparaciones multiples de Dunn), y ningun otro tipo de células Tom* fue observado en
estas muestras. Ademas, cuando ratones GLASTC¢ERT2-Rosa267°™ fueron tratados con TAA
durante 1 (n=3) o4 semanas (n=3)yseinyectd Tx 12 horas después de la ultima aplicacion
de TAA y los animales fueron sacrificados 48 horas mas tarde, no se hallaron células
endoteliales Tom* y solo fueron trazados 0,007+0,002 y 0,009+0,004 HLCs/campo,
respectivamente. Esto puede explicarse por las propiedades hipomérficas de los pericitos
trazados con Wntl de la médula 6sea después de la lesidon (ver mdas abajo). Estos datos
sugieren fuertemente que el aumento en la incidencia de células endoteliales y de HLCs
Tom* observados en el higado fibrético de ratones GLAST®R72;Rosa26™™ se deberia al
aporte de células no residentes, que podrian consistir en pericitos GLAST* situados en la

médula désea los que se movilizarian luego de la lesidon y serian reclutados en el higado.
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Figura 27: Contribucién de pericitos GLAST* con el higado sano y fibrdtico. (A-B) Microfotografias
representativas mostrando células endoteliales (CEs) trazadas (flechas en B) en animales
GLAST*/72:Rpsa26™™ inducidos con tamoxifeno a P2 y tratados con TAA durante 1 (A) u 8 (B)
semanas. (C,D) Grafico de barras que muestra comparaciones estadisticas de la incidencia de células
endoteliales Tom* en animales inducidos con Tx a P2 (C) o P60 (D); Kruskal-Wallis con pruebas de
comparaciones multiples de Dunn. (E-G; I-K) Microfotografias representativas mostrando HLCs
trazados en animales GLAST*f"2;Rosa26™™ inducidos a P2 (E-G) o p60 (I-K), correspondientes a
animales control (E,l) o tratados con TAA durante 1 (F,J) u 8 (G,K) semanas. (H,L) Graficos de barras
mostrando comparaciones estadisticas de incidencia de HLCs en animales inducidos con tamoxifeno
a P2 (H) o P60 (L); pruebas de comparaciones multiples de Tukey.*°p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
*vs. control; °vs. TAA 1W. Escalas: 20 um. n=5.

5.6. Contribucion de células trazadas con GLAST a la médula dsea

Considerando la posibilidad de que pericitos GLAST* presentes en la médula ésea pudieran
contribuir con células endoteliales y HLCs luego de una lesidon hepatica, se analizd el

fenotipo de las células trazadas en la médula dsea adulta de animales
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GLASTCeERT2.Rosa267°™ inducidos con tamoxifeno a P2. De modo similar a lo observado en
el higado, no fueron trazadas las células de la glia residentes. Sélo se encontré expresion de
Tom en células estromales perisinusoidales Fibronectina* Desmina* Vimentina* a-SMA"
CD31 y en células estromales periarteriolares Fibronectina* Desmina* Vimentina* a-SMA*
CD31 (Figura 28). Por lo tanto, en estos animales fueron trazadas células estromales
similares a las halladas en ratones Wntl, solo que en una frecuencia 10 veces mayor.
Interesantemente, en animales Nestina®¢;Rosa267°™ tratados con TAA durante 8 semanas
no se observd contribucidn de células trazadas con HLCs. Considerando que, a diferencia de
los pericitos perisinusoidales, las células estromales periarteriolares expresan altos niveles
de Nestina®, este resultado sugeriria que una subpoblacidn de células perisinusoidales seria
la que contribuiria con algunas células del parénquima hepatico y células endoteliales en el

contexto de una lesién hepatica.

Figura 28: Contribucion de pericitos GLAST' con la médula dsea. (A-E) Imagenes representativas de
células trazadas con GLAST en animales GLAST“f2:Rosa26™™ inducidos con tamoxifeno a P2, con
inmunomarcacién para: (A) CD31 (cabezas de flecha: células estromales perisinusoidales CD31;
flechas: células estromales periarteriolares CD31, rodeando células endoteliales CD31*); (B)
Fibronectina (izquierda, células estromales perisinusoidales, derecha células estromales
periarteriolares); (C) Desmina; (D) Vimentina (imagen principal y el recuadro, células estromales
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periarteriolares; recuadro abajo derecha, células estromales perisinusoidales), o (E) a-SMA (células
estromales periarteriolares). (F) Grafico de barra mostrando la contribucidn relativa de las distintas
subpoblaciones de células trazadas con GLAST en la médula ésea. Escalas: 20 um. n=3.

5.7. Lascélulas Wntl* de la médula dsea movilizadas por sangre periférica

son pericitos GLAST* con propiedades de células progenitoras

Con el objetivo de estudiar si las células estromales trazadas con Wntl de la médula ésea
tienen la capacidad de movilizarse hacia la sangre periférica durante la fibrogénesis,
realizamos un ensayo de citometria de flujo a partir de las fracciones mononucleares de
médula dsea (BMMCs) y de sangre periférica (PBMCs) obtenidas de animales
Wnt1¢¢;Rosa26™. Con este fin se generaron dos modelos de dafio, mediante la aplicacién
de TAA o BDL, con sobrevidas de dos semanas en ambos casos. Se observé que virtualmente
todas las células Tom* de las fracciones de BMMCs y PBMCs coexpresaron CD44 y GLAST.
Este resultado nos permite concluir que las células trazadas con Wnt1 incluyendo aquellas
movilizadas por sangre, tanto en animales control como en el contexto de fibrosis hepatica,
presentarian un fenotipo de pericitos GLAST*. Asimismo, luego del dafio se observd en
ambos modelos de lesidn una reduccién en dicha subpoblacién celular en la médula éseay
un aumento en sangre periférica, en comparacién con animales control (Figura 29A-C). Ello
sugiere fuertemente que la lesidn hepatica induciria la movilizacién de células trazadas con

Wntl.

Con el objeto de caracterizar aln mads esta subpoblacién de pericitos, se analizd si los
mismos tenian propiedades de células progenitoras, para ello se realizé un ensayo de
células mesenquimales formadoras de colonias (CFU-F), utilizando muestras de BMMCs de

ratones Wnt1¢¢;Rosa26°™, con o sin tratamiento con TAA por dos semanas. Se obtuvieron
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colonias de células fibroblasticas, algunas de las cuales contenian células Tom™* (Figura 29D-
K). Asimismo y en concordancia con el resultado de citometria de flujo, se encontré que el
numero de colonias formadas era menor en muestras obtenidas de ratones con una
fibrogénesis temprana. Aunque el porcentaje relativo de las colonias Tom* no fue afectada
especificamente por la lesidon, se observd una reduccidon en la densidad celular en las
colonias Tom* a partir de muestras de animales tratados con TAA, en comparacion con el
control. Estos resultados nos permiten concluir que pericitos GLAST* CD44* trazados con
Whntl presentes en la médula dsea adulta son las Unicas células trazadas que se movilizan

por sangre periférica y que tienen propiedades de células progenitoras.
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Figura 29: Células trazadas con Wnt1 se movilizan por sangre periférica a partir de la médula dsea 'y
consisten en pericitos GLAST* con propiedades de CFU-Fs. (A) Graficos de puntos representativos de
andlisis de citometria de flujo de BMMCs y PBMCs obtenidas de ratones Wnt1¢;Rosa26™™ control
o tratados con TAA o BDL (por 2 semanas), inmunomarcadas con CD44 y GLAST. (B-C) Graficos de
barras mostrando comparaciones estadisticas de porcentajes de células triple-positivas en la
médula désea (B) y sangre periférica (C). (D-E) Fotografias representativas de frascos luego de
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ensayos CFU-Fs. (F-G) Graficos de barras mostrando comparaciones estadisticas del N2 de células

+

mesenquimales formadoras de colonia cada 2,5x10% BMMCs (F) y el porcentaje de colonias Tom
(G), entre control y TAA 2W. (H-K) Microfotografias representativas de colonias Tom*, obtenidas a
partir de muestras de animales control (H-I) o TAA 2W (J-K). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001;
****p<0.0001; vs. Ctrl; t-student; n=6.

5.8. Pericitos trazados con Wntl en la médula 6sea se movilizan en un

modelo de hepatectomia parcial

Para analizar si los pericitos GLAST* CD44" trazados con Wntl de la médula ésea pueden
contribuir con la regeneracidn hepatica, se establecié un modelo de hepatectomia parcial
(mediante la remocion del 70% de la masa de ese érgano). Primeramente se buscd analizar
una posible movilizacion de células de la médula 6sea adulta en este nuevo contexto
experimental, independiente de estimulos de toxicidad o muerte hepatocitaria. Se
utilizaron nuevamente los animales Wnt1¢¢;Rosa26™°™ y se analiz6 por citometria de flujo
la incidencia relativa de la subpoblacion de pericitos trazados con Wnt1 en las fracciones
BMMCs y PBMCs. Como habiamos supuesto, en los animales sometidos a esta cirugia se
redujo la proporcién de células CD44* GLAST* Tom* en la fraccion de BMMCs y la misma
aumento en la fraccién de PBMCs (Figura 30A,B). Estos cambios fueron mds notables que

los observados en los modelos de fibrogénesis hepatica.

Posteriormente, se buscd descartar la posible contribucidn de células trazadas con Wntl
con otras poblaciones originadas en la médula ésea, no correspondientes al compartimento
de células estromales, en animales control o hepatectomizados, a partir de muestras de

ambas fracciones (BMMCs Y PBMCs), mediante el analisis de marcadores especificos.
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Figura 30: Pericitos trazados con Wntl se movilizan luego de una hepatectomia parcial. Izquierda,
graficos de puntos representativos de analisis de citometria de flujo de BMMCs (A) o PBMCs (B)
obtenidas de animales Wnt1“¢;Rosa26"™ inmunomarcadas para CD44 y GLAST. Derecha, graficos
de barras mostrando comparaciones estadisticas de los porcentajes de células triple-positivas en
médula désea (A) o sangre periférica (B). *p<0.05; vs. Ctrl; t-student; n=3.

En ningun caso, las células trazadas expresaron marcadores de células hematopoyéticas
(CD45 y Sca-1), progenitores endoteliales (CD31 y CD11b), de precursores de granulocitos-
monocitos (CD11b y c-Kit) o de células del linaje mieloide/linfoide (Sca-1) (Figuras 31y 32).
Sin embargo, consistente con una contribucion significativa de células trazadas con Wntl
con células estromales, un gran porcentaje celular expresé Fibronectina, principalmente en
la muestra de células presentes en la sangre periférica en animales hepatectomizados

(Figura 33).
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Figura 31: Los pericitos Wnt1* de la médula dsea y sangre periférica no expresan marcadores de
tipos celulares no estromales de médula dsea. Analisis de citometria de flujo mostrando que Tom
no colocaliza con CD45 (A, izquierda), CD31 (A, derecha), CD11b (B, izquierda) ni c-Kit (B, derecha)
en muestras de BMMCs y PBMCs de animales Wnt1¢;,Rosa26™™ control y hepatectomizados. n=3.
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Figura 33: Las células trazadas con Wntl expresan fibronectina. Izquierda: graficos de puntos
correspondientes a citometrias de flujo que muestran que la mayor parte de las células movilizadas
expresan ese marcador estromal. Derecha: graficos de barras que muestran que el porcentaje
relativo de células Fibronectina* trazadas con Wntl disminuyen en médula ésea y aumentan en
sangre periférica en ratones hepatectomizados. *p<0.05; vs. Ctrl; t-student; n=3.
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5.9. Contribucion de pericitos GLAST* al perfil celular del higado en un

modelo de hepatectomia parcial

Con el objetivo de determinar una posible contribucion de los pericitos GLAST* de la médula
dsea con HLCs en un modelo de hepatectomia, analizamos mediante citometria de flujo la
posible incidencia de HLCs HNF4a" Tom* en ratones GLASTtR72:Rosa267°™ inducidos con
Txa P2, en lafraccion de células parenquimatosas del higado. Como se muestra en la Figura
34, esta fraccion aumento significativamente en los higados regenerados en comparacion
con el grupo control, a los 7 dias post-cirugia. Ademas, las HCLs trazadas con GLAST
mantuvieron la expresion de varios marcadores tipicos de pericitos como CD44,

fibronectina, vimentina y desmina tras su diferenciacion en hepatocitos (Figura 35).
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Figura 34: Los pericitos GLAST* de médula dsea se movilizan luego de un modelo de hepatectomia
y contribuyen con HCLs CD44". I1zquierda, analisis de citometria de flujo de HCLs que expresan CD44
y HNF4q. de animales control y hepatectomizados de animales GLAST“*f"2 Rosa26™™ inducidos con
tamoxifeno a P2. Derecha, gréfico de barras mostrando la comparacién estadistica de las
subpoblaciones del higado entre animales control y hepatectomizados. *p<0.05; vs. Ctrl; t-student;
n=3.
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Figura 35: Las HLCs derivadas de pericitos GLAST* de la médula ésea presentes en el higado
regenerado coexpresan marcadores estromales. lzquierda, andlisis de citometria de flujo mostrando
que la incidencia de células Tom* que coexpresan CD44*, fibronectina (arriba), vimentina (medio), y
desmina (abajo), en células de la fraccidn parenquimaética del higado, tanto en animales GLAST<¢R™2
Rosa26™™ (TX P2) control como hepatectomizados. Derecha, gréaficos de barras mostrando la
comparacion estadistica de las subpoblaciones del higado entre las dos condiciones experimentales.
*p<0.05; vs. Ctrl; Mann-Whitney; n=3.
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También se analizo la fraccion no parenquimatosa a partir de muestras de higados de los
mismos animales y se realizé la inmunomarcacion para CD31 (marcador de células
endoteliales). Se encontrd un aumento significativo de las células CD31*trazados con GLAST

en comparacion con el control (Figura 36).
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Figura 36: Los pericitos trazados con Wntl se movilizan luego de una hepatectomia parcial y
contribuyen con células endoteliales. (A-B) izquierda, dot plots representativos de analisis de
citometria de flujo de células de la fraccién no parenquimdtica del higado obtenidas de animales
GLAST*tR72:Rosa26™™, inmunomarcadas con CD31. Derecha, grafico de barras mostrando
comparaciones estadisticas a partir de estos analisis entre los grupos experimentales. *p<0.05; vs.
Ctrl; t-student; n=3

5.10. Diferenciacion in vivo de pericitos de la médula dsea trazados con

Whntl en células tipo- hepatocitos y células endoteliales

Con el objetivo de analizar si los pericitos trazados con Wnt1 tienen la capacidad de ser
reclutados hacia el sitio de lesidon y de diferenciarse en HLCs, se obtuvieron BMMCs
provenientes de ratones Wnt1¢¢;Rosa26™™ las que fueron aplicadas por via sistémica en
ratones nude previamente hepatectomizados. El trasplante celular fue realizado a los 6 dias

de la cirugia y los animales nude fueron sacrificados 1 o 5 dias después del tratamiento.
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Para la obtencion de la muestra se perfundio el higado con colagenasa y se separaron las
fracciones parenquimatosa y no parenquimatosa. Mediante citometria de flujo, se analizé
la incidencia de células Tom* en la fraccién parenquimatosa, tanto de animales control
como hepatectomizados. Se encontré un mayor reclutamiento de las células trazadas hacia
el higado hepatectomizado en comparacién con el control, en las dos sobrevidas (Figuras
37Ay 38A). Al dia siguiente al trasplante, las células Tom* contribuyeron con el 10% de las
células del higado, de las que un 10% fueron CD44* Albumina*, y un 20% CD44*
Fibronectina* (Figura 37B,C). Los higados animales sacrificados a los 5 dias post-trasplante
presentaron cerca de un 3% de células Tom®, de las que el 20% co-expresaron Albumina,
Fibronectina y Vimentina (Figura 38B-D). La reduccién en el porcentaje de células
parenquimaticas trazadas, entre 1 y 5 dias post-trasplante (p<0,0001; t-student), muy
posiblemente se deba a que con el tiempo sélo quedarian integradas al tejido un porcentaje
de las mismas. El hecho de que luego de 5 dias, el porcentaje de células CD44* Albumina*
coincida aproximadamente con el de las fracciones de células CD44* Fibronectina*y CD44*
Vimentina* sugeriria que, en la fraccidn parenquimatosa, los pericitos Tom* con
propiedades de células progenitoras estarian representados por las HLCs. Asimismo, este
resultado es consistente con resultados previos que sugieren que estas células una vez
diferenciadas en HLCs mantienen la expresién de marcadores estromales. El aumento del
100% en la fraccidn de HLCs entre 1y 5 dias podria deberse al proceso de diferenciacion en
HLCs, con adquisicion gradual de la expresién de Albumina, o a que una subpoblacion de

células Tom* podria re-movilizarse hacia otras zonas del higado o morir.

Posteriormente, a partir de las muestras correspondientes a la fraccion de células no

parenquimatosas obtenidas de los mismos animales se analizé mediante citometria de flujo
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la incidencia relativa de células Tom®*. Se encontré un aumento de mads del doble en la
proporcién de células Tom* en los animales hepatectomizados, en comparacién con los
animales control tanto en los dias 1 y 5 posteriores al trasplante (Figura 39A y 40A). De
modo similar a lo observado en la fraccidon parenquimatica, se redujo significativamente el
numero de células trazadas en el higado en la sobrevida mayor (p<0,0005; t-student),
probablemente por re-movilizacién y/o muerte celular. A 1 y 5 dias post-trasplante, la
incidencia relativa de células endoteliales CD44* Tom* aumentd también al doble en los
animales hepatectomizados, en comparacién con los animales control y se mantuvo entre

15y 20% (Figura 40B).

En la Tabla 1 se describen las principales cepas de ratdén utilizadas en estos estudios y se

describen los principales resultados obtenidos.
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Figura 37: Pericitos Wnt1* se diferencian in vivo en células tipo-hepatocitos. Izquierda, graficos de
puntos representativos de andlisis de citometria de flujo obtenidos a partir de muestras
correspondientes a la fraccion parenquimatica del
hepatectomizados, trasplantados un dia antes con BMMCs de ratones Wntl. En (A) se indica, con
una linea de trazo continuo, la nube de células Tom* cuyo perfil de expresién se muestra en (B-C).
Derecha, graficos de barras y anadlisis estadisticos de comparaciones entre animales control y
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Figura 38: HLCs diferenciadas a partir de pericitos Wntl* coexpresan marcadores de células
estromales. lzquierda, graficos de puntos representativos de analisis de citometria de flujo
obtenidos a partir de muestras correspondientes a la fraccién parenquimatica del higado de
animales nude control o hepatectomizados, trasplantados con BMMCs de ratones Wntl. (A) Se
indica, con una linea de trazo continuo, la nube de células Tom* cuyo perfil de expresidn se muestra
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del higado obtenidas de animales atimicos control o hepatectomizados, que fueron trasplantados 5
dias antes con BMMCs obtenidas de ratones Wnt1. (A) Se indica con una linea de trazo continuo la
fraccion de células Tom*. (B) Caracterizacion de las diversas poblaciones de células hepaticas Tom*
en relacién con su expresidon de CD44 y CD31. Derecha, graficos de barras con la comparacion
estadistica entre los grupos experimentales. *p<0.05; vs. Ctrl; t-student; n=3.

5.11. Efecto del oligonucledtido IMT504 sobre los pericitos GLAST' de la

médula 6sea trazados con Wntl

Nuestros datos sugieren que células progenitoras estromales GLAST* de la médula dsea
trazados con Wnt1 son movilizados por sangre periférica después de una lesidn hepdtica y
son reclutados en el higado, diferencidandose posteriormente en células endoteliales o HLCs.
Asimismo, pudimos constatar que un dafio hepatico prolongado y repetitivo genera un
fenotipo hipomoérfico en los pericitos GLAST* trazados con Wnt1 que persisten en la médula
Osea, los que crecen formando colonias con una densidad celular menor a la normal,

probablemente a causa de una menor capacidad de proliferacion.

Nos preguntamos entonces si seria posible inducir mediante tratamiento con moléculas
pequefias una mayor capacidad de proliferacion y movilizacidon de esos pericitos en el
contexto lesiones hepaticas. De esta manera podria ser posible repoblar la médula ésea con
pericitos pro-regenerativos y realizar un mayor aporte de esas células para la regeneracion
tisular. Con este fin, se aplicé el ODN IMT504, con conocido efecto movilizador de MSCs a
partir de la médula dsea, en animales Wnt1¢;Rosa26™ tratados con TAA durante dos

semanas.
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Cepas Célula de Contribucién con | Contribucién con enfermo/Movilizacion
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(Jackson
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#003822 Srato ND ND - Raras células - 11 células endoteliales en ND
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omato el parenquima iféri
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- 1 HLC
(Mori et a‘la,TZOS)G) Células HLCs 1 i s .
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(Mori et al., 2006) No h tribucic
x Rosa26Tomato ND ND ND - No hay contribucion con ND
(Jackson células endoteliales en el
#007908) (No Tx) parénquima
Células de
PLP1CERT Schwann - 1 células de Schwann no
(Doerflinger et al., tempranas Células de mielinizantes
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tdTomato ND Schwann no w ND
Rosa26 ylo mielinizantes HLCs ni células
(Jackson precursores endoteliales en el
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Nestin®"™® Crest | mielinizantes y células
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tdTomato de células ND T X o ND
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(Jackson ; células endoteliales HLCs ni célul
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(Leone et al circulantes Contribucion esporadica con
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Tabla 1: Cepas utilizadas y principales resultados de nuestros estudios de trazado de linaje. BM:
medulla ésea. ND: no determinado. /: aumento en la incidencia.

118



Unas 18 horas mas tarde se obtuvieron las fracciones de BMMCs y PBMCs y se cuantificaron
cambios en la incidencia de las células trazadas. Interesantemente, se observd un aumento
de 20 veces en la proporcion de pericitos GLAST* trazados con Wntl tanto en sangre
periférica como en médula dsea, en animales tratados o no con TAA (Figura 41A). Como no
es posible que un tipo celular se divida 20 veces en tan sélo 18 horas, estos resultados
sugieren una activacién de novo del promotor de Wnt1 en células no previamente trazadas.
Como la via de sefializacion de Wnt1 suele asociarse a proliferacion y/o a la movilizacion de
células progenitoras, aplicamos un ensayo de CFU-Fs empleando la fraccion de BMMCs de
ratones Wnt1¢;Rosa26°™ en similares condiciones experimentales. Nuestros resultados
sugieren que IMT504 induce un aumento significativo en el nimero de CFU-F Tom* (Figura
41B). También IMT504 indujo un aumento en la incidencia de colonias Tom™ pero
Unicamente animales tratados con TAA 2w + IMT504 en comparacion con animales TAA 2w.
Interesantemente, por efecto del ODN se observé un aumento en la proporcién de colonias
Tom* en los frascos analizados, en comparacion con aquellos en los que fueron sembradas
muestras obtenidas de animales Control o TAA 2w (Figura 41C). Esto podria sugerir un
efecto inductor especifico de IMT504 sobre la proliferacién de progenitores trazados con
Wntl y/o una activaciéon de novo del promotor de Wntl en células progenitoras que
empezarian a ser trazadas debido al efecto del tratamiento. Alternativamente, otra
subpoblacion de células previamente trazadas con Wntl podria adquirir la capacidad de
formar colonias. Los resultados de estudios de citometria de flujo sugieren estas dos ultimas

posibilidades.

Interesantemente, como se muestra en la Figura 41D, el tratamiento con IMT504 permitiria

recuperar la capacidad de formar de colonias densas a partir de pericitos Tom* de la médula
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Osea, lo que podria ser relevante para posibles aplicaciones futuras pro-regenerativas de
tejidos dafiados. Estos datos nos permiten concluir que el ODN IMT504 induce un aumento
en la capacidad de proliferacion de células mesenquimales formadoras de colonias, e

implicaria entre estos mecanismos una posible sefializacion mediada por Wnt1.

5.12. Efecto de IMT504 sobre la proliferacion de MSCs obtenidas a partir

de pericitos trazados con Wntl

Aunque el hecho de que IMT504 permita recuperar la capacidad de los pericitos trazados
con Wntl de formar colonias mesenquimales densas sugiera una mayor capacidad de
proliferacion de estas células progenitoras, nos propusimos verificar esa hipdtesis aplicando
ensayos de proliferaciéon sobre MSCs a P4 obtenidas a partir de colonias de pericitos Tom*.
Estas células fueron o no incubadas con IMT504 durante 2 horas. El pre-tratamiento con
IMT504 redujo en un 300% el tiempo de duplicacion celular en comparacién con el grupo

control (Figura 42).

Este efecto pro-proliferativo de IMT504 sobre las MSCs Tom* fue también confirmado
mediante analisis de la expresion del marcador de proliferacién Ki67. Notablemente, a
diferencia del control la mayor parte de las células inducidas fueron Ki67* (Figura 43). El
aumento en la proporcidon de células en ciclo celular explicaria al menos en parte la

reduccion del tiempo de duplicacion de las MSCs.
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Figura 41: Efecto de IMT504 sobre pericitos trazados con Wntl en la médula 6sea y en sangre
periférica. (A) Grafico de barras mostrando comparaciones estadisticas entre el porcentaje de
pericitos Tom* en ratones Wnt1¢;Rosa26™™ en las fracciones de BMMCs y PBMCs en animales
control naive, TAA 2 semanas, naive inyectados con IMT504 y TAA 2 semanas e inyectados con
IMT504. *p<0.05; %°p<0.01; ***000858n<(0 001; ****00005858n<0 0001; prueba de comparaciones
multiples de Tukey. N=3 (B) Grafico de barras mostrando comparaciones estadisticas entre el
nimero de CFU-Fs en los mismos grupos experimentales de A. (C) Grafico de barras mostrando
comparaciones estadisticas entre la fraccién de las CFU-F Tom*. (B,C) °p<0.05; **°p<0.01;
ok x%,0000,88580 () 0001; prueba de comparaciones multiples de Dunn. En (B) las comparaciones
estadisticas para cada condicion fueron hechas para las colonias Tom* y Tom’, por separado. (D)
Microfotografias de colonias representativas de colonias Control, TAA 2w y TAA 2w + IMT504. Barra
de escala: 50 um. n=6.
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Figura 42: Efecto de IMT504 sobre el tiempo de duplicacion de MSCs Tom*. MSCs fueron derivadas
a partir de colonias Tom* obtenidas a partir de muestras de BMMCs de ratones Wnt1¢;Rosa26™™.
Grafico de barras mostrando comparaciones estadisticas entre células inducidas o no con IMT504.
*p<0.05; vs. Ctrl; Mann-Whitney; n=3.
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Figura 43: Efecto de IMT504 sobre la expresion de Ki67 en MSCs de la médula ésea trazadas con
Wntl. Histogramas representativos de andlisis de citometria de flujo de P4 MSCs trazadas con Wnt1
marcadas con Ki67, y grafico de barras mostrando comparaciones estadisticas a partir de estos
analisis entre los grupos experimentales. **p<0.01; vs control; t-student; n=6.
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5.13. Efecto de IMT504 sobre la movilizacion de MSCs obtenidas a partir de

pericitos trazados con Wntl

Para determinar el efecto de IMT504 sobre la movilizacién de células derivadas de pericitos
de médula dsea trazados con Wntl, se realizd un ensayo de herida. Este ensayo es
empleado para estudiar fendmenos de migracion en lamina. Las MSCs Tom* inducidas con
IMT504 tuvieron una mejor capacidad de cerrar la herida que en el control desde las 8 horas
post-raspaje, con una herida abierta del 40% de la superficie original (Figura 44A). Mientras
que en el caso de las células no tratadas, el porcentaje de herida abierta se mantuvo

alrededor del 60% en todos los tiempos analizados (Figura 44B).
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Figura 44: Efecto de IMT504 sobre la movilizacién de MSCs de la médula dsea trazadas con Wnt1.
(A) Microfotografias representativas de MSCs trazadas con Wnt a tiempo 0, en el momento del
raspaje, tiempo 8, 12 y 16 horas luego del dafio. (B) Grafico de barras mostrando comparaciones
estadisticas del porcentaje de herida abierta entre los grupos experimentales. ****p<0.0001; vs.
Control; prueba de comparaciones multiples de Tukey; n=6.
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5.14. Efecto del IMT504 sobre la activacion del promotor de Wntl en

pericitos de la médula dsea no trazados previamente

Nuestros resultados previos sugieren que IMT504 tiene un efecto inductor de la activacidn
de Wntl sobre BMMCs. Nos preguntamos entonces si este ODN podria estimular la
actividad del promotor de Wntl en pericitos Tom™ presentes en colonias de cultivos
primarios de BMMCs. Con ese fin, BMMCs de ratones Wnt1¢;Rosa26™™ fueron sembradas
en placas de 6 pocillos y luego de formarse las colonias se cuantificaron las colonias totales,
distinguiendo aquellas que contenian o no células Tom*. Posteriormente se incubaron los
cultivos durante dos horas con IMT504. Durante los siguientes dos dias, se cuantificaron a
diario las colonias utilizando el mismo criterio. En esas condiciones, no se observd un

cambio significativo en el porcentaje de colonias Tom* (Figura 45).

1004

%CFU-F Tom*
3

Q N 4%

s

0‘\0
Figura 45: Efecto de IMT504 sobre la fraccion de colonias con células que expresan Tom. Grafico de
barras mostrando comparaciones estadisticas del porcentaje de colonias Tom* en cultivos de
BMMCs obtenidas de ratones Wnt1“¢;Rosa26™" previo a la induccién con IMT504 y a 1y 2 dias
post-induccion, los datos fueron normalizados a dia 0. No se observaron diferencias significativas;
n=6.
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Este resultado nos permite concluir que IMT504 no induciria la activacion de Wntl en
células progenitoras formadoras de colonias que no habian sido previamente trazadas con
ese marcador. Por lo tanto, es probable que este ODN actue sobre otra subpoblacion celular
presente en la fraccion de BMMCs que, en condiciones control, careceria de las propiedades

de células progenitoras mesenquimales.

5.15. Efecto de IMT504 sobre la diferenciacion in vivo de pericitos de la
médula dsea trazados con Wntl en células tipo-hepatocitos y células

endoteliales

Con el objetivo de analizar si el ODN IMT504 podria inducir un mayor reclutamiento de
pericitos trazados con Wnt1 hacia el sitio de lesién hepatica y por lo tanto un aumento en
la incidencia de HLCs Tom*, se obtuvieron BMMCs provenientes de ratones
Wnt1¢¢;Rosa26°™ de animales a los que se aplicé o no IMT504 unas 2 horas antes. Estas
BMMCs fueron aplicadas por via sistémica en ratones nude previamente hepatectomizados
y los animales fueron sacrificados al dia siguiente del tratamiento. Mediante citometria de
flujo, se analizd la incidencia de células Tom* en la fraccidon parenquimatosa. Se encontré
un aumento en la proporcion relativa de células Tom* en los higados de animales
hepatectomizados, siendo esta diferencia aun mayor que la encontrada en animales
trasplantados con BMMCs que no fueron previamente inducidas con el oligo (Figura 46A).
No se encontrd diferencia significativa en la proporcidn relativa de células CD44* Albumina*
Tom* entre las muestras de animales que recibieron BMMCs pre-tratadas o no in vivo con
IMT504; sin embargo, la fraccion de células CD44* Fibronectina* Tom* en la condicién del

ODN aumentd un 50% en relacién con el control (Figura 46B,C). Este resultado sugiere que
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de seguir diferenciandose los pericitos en HLCs, estos probablemente aumentarian en una

proporcién similar.

Luego se analizaron también por citometria de flujo muestras correspondientes a la fracciéon
de células no parenquimatosas. Se encontré un aumento de mas del doble en la proporcidn
de células Tom* en los animales hepatectomizados, en comparacidon con los animales
control (Figura 47A). De la fraccién Tom* se analizd la coexpresién con marcadores
endoteliales y se observd que en los animales hepatectomizados, la fraccidon doble positiva
fue significativamente mayor en la condicidon en que se utilizé el ODN (Figura 47B). Estos
datos sugieren que el oligonucledtido IMT504 estimula un mayor reclutamiento hacia el
higado de pericitos trazados con Wntl y una mayor contribucion con células

parenquimaticas y/o no parenquimaticas en un modelo de regeneracion hepatica.
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Figura 46: Efecto in vivo del IMT504 sobre el reclutamiento y la diferenciacidon en HLCs de pericitos
Wntl*. Izquierda, graficos de puntos representativos de analisis de citometria de flujo obtenidos a
partir de muestras correspondientes a la fracciéon parenquimatica del higado de animales atimicos
control o hepatectomizados, trasplantados el dia anterior con BMMCs de ratones Wnt1 inducidos o
no con IMT504. (A) Se indica, con una linea de trazo continuo, la nube de células Tom* cuyo perfil
de expresiéon se muestra en (B-C). Derecha, graficos de barras y analisis estadisticos de
comparaciones entre animales control y hepatectomizados. *p<0.05; ***°p<0.001;
ok x%,0000,88880 () 0001. *vs. Ctrl; °vs. HEP Ctrl; Svs. IMT504. (A) Prueba de comparaciones multiples
de Dunn; (B,C) Prueba de comparaciones multiples de Tukey. n=3.
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Figura 47: Efecto de IMT504 sobre el reclutamiento y la diferenciacién en células endoteliales de
pericitos Wntl*. Izquierda, graficos de puntos representativos de analisis de citometria de flujo de
células de la fraccién no parenquimatica del higado obtenidas de animales atimicos control o
hepatectomizados, que fueron trasplantados el dia anterior con BMMCs obtenidas de ratones Wnt1
inducidos o no con IMT504 durante dos horas. (A) Se indica con una linea de trazo continuo la
fraccion de células Tom*. (B) Proporcién relativa de células Tom™* en relaciéon con su expresion de
CD44 y CD31. Derecha, graficos de barras con la comparacion estadistica entre los grupos
experimentales. *°p<0.05; **°°p<0,01; ****.0000,68885¢() 0001. *vs. Ctrl; °vs. HEP Ctrl; vs. IMT504.
Prueba de comparaciones multiples de Tukey; n=3.
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6. DISCUSION

En el presente trabajo, mediante el empleo de diversas cepas de ratones doble-transgénicos
y modelos de lesién hepdtica, se analizd la contribucién con ese érgano de la cresta neural
y de pericitos GLAST* Wnt1* movilizados a partir de la médula ésea. Por primera vez, se
muestran evidencias de que durante la fibrogénesis tiene lugar un proceso de gliosis. La
activacion de células de la glia residentes, que corresponden al fenotipo de células de
Schwann no mielinizantes, quedd evidenciada tanto por un aumento en su incidencia como
también en la complejidad de sus procesos celulares; esto ultimo fue asociado con un

aumento en la longitud total de los mismos.

Asimismo es de destacar que nuestros estudios realizados durante estadios embrionarios
sugieren que la cresta neural no contribuiria con otras células en el higado y en la médula
dsea que no sean células de la glia residentes. Durante el proceso de inervacién de esos
drganos, en estadios perinatales del desarrollo, SCPs invaden los mismos facilitando el
crecimiento de axones. Mas tempranamente en el desarrollo, observamos que células que
a E12,5 expresan PLP1 (un marcador de SCPs) pueden ser localizadas en el torrente
sanguineo de algunos animales, asi como también en el higado y la médula ésea. Un
fenédmeno similar fue previamente reportado por el grupo de Hideyuki Okano en otras
cepas reporteras de la cresta neural®. Sin embargo, un andlisis meticuloso (utilizando
embriones heterocigotas para el transgen que incluye la secuencia Cre) y el empleo de
diversas cepas de ratones nos permitié comprobar que la contribucién de células trazadas

con la médula désea o el higado durante estadios embrionarios fue rara y esporadica,
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encontrandose células con aspecto estromal en la minoria de los animales analizados de

cada cepa.

Por otra parte, la literatura actual sugiere que en relacién con las NCDCs sélo las SCPs
mantendrian propiedades de células progenitoras in vivo luego del nacimiento. Como
nuestros resultados de trazado de SCPs, en ratones PLP1 y Nestina, mostraron no haber
contribucién de células trazadas con HLCs o células endoteliales presentes en zonas del

parénquima, se descartaria por lo tanto un origen neural de esos tipos celulares in vivo.

Como se mencioné anteriormente, en este trabajo se muestran por primera vez evidencias
de activacion de células de la glia residente hepatica durante el desarrollo de la fibrosis.
Este aspecto no pudo ser dilucidado anteriormente debido a que las células de glia
comparten muchos marcadores con las células estrelladas hepaticas, que poseen un origen
mesenquimal®’ y ejercen un rol fundamental en el desarrollo de la fibrosis®. En nuestros
estudios pudimos constatar que las células gliales residentes del tejido hepatico carecen de
expresiéon de Desmina, un tipo de filamentos intermedios caracteristico de células

estrelladas hepaticas.

Entre los signos de activacion de células de la glia, se observd un incremento en la incidencia
de células de Schwann no mielinizantes que Unicamente puede deberse a proliferacion de
las mismas células de la glia hepaticas, ya que pericitos GLAST* presentes en la médula dsea
no son origen de las mismas. Por otro lado, mediante andlisis de Sholl y cuantificacién de la
extensiodn total de los procesos de las células de la glia pudimos constatar un aumento en
la ramificacién de estas células. Estos signos permiten confirmar alteraciones en células de

la glia, como consecuencia de su reaccién frente a estimulos fibrogénicos.
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El tejido hepatico estd inervado por el plexo celiaco (simpatico) y el nervio vago
(parasimpatico)®829, Mientras que en humanos las terminales nerviosas alcanzan el espacio
Disse, en el ratdon se encuentran principalmente alrededor de la vena porta y no entran en
proximidad con los hepatocitos. Se demostré que la actividad nerviosa en el higado regula
el volumen y el flujo sanguineo, el flujo de bilis y el metabolismo de los carbohidratos y los
lipidos. Durante la fibrogénesis hepdtica, la inervacidn se altera aunque los procesos
implicados permanecen en gran parte desconocidos®. En higados pre-cirréticos y cirréticos
humanos se observa una prominente inervacién en los tractos portales y septos fibréticos,
mientras que la inervacidn parenquimatosa se reduciria en los higados pre-cirréticos y
estaria ausente en los nddulos regenerativos que caracterizan a una cirrosis establecida®.
Varios informes sugieren que la actividad nerviosa simpatica aumenta la liberacién de
glucosa y lactato, asi como el flujo y la secrecidn biliar, y su hiperactividad ha sido asociada
con la gravedad de la cirrosis®8%°1°2 En los puentes fibréticos se ha reportado un aumento
en la densidad de las fibras colinérgicas®, y esta caracteristica estaria involucrada en la
activacion de células estrelladas hepaticas y en la induccién de la fibrogénesis®*. Nuestros
datos muestran un aumento en la incidencia de células de Schwann no mielinizantes en los
higados fibréticos: las mismas fueron encontradas con mayor densidad en algunos puentes
fibréticos e invadiendo zonas periféricas del parénquima hepatico. La activacion de la glia
estaria probablemente involucrada en la remodelacién del sistema nervioso del higado y
con la hiperactividad nerviosa descrita durante la fibrogénesis: por ejemplo, su proliferacion
y migracién podria inducir un recrecimiento axonal dentro de los puentes fibréticos, y su
cambio en el fenotipo podria estar relacionado con su funcionalidad, por ejemplo mediante

la secrecidn de citoquinas proinflamatorias que podrian inducir la hiperactividad axonal®>.
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Una mejor comprensién de los mecanismos moleculares involucrados en la activacion y
proliferacion de células presentes en el higado, como la glia, que puedan modular el proceso

de sintesis y acumulacién de la MEC seria relevante para una eficiente reparacién hepatica.

AUn mas interesante resulté el hecho de que en el higado fibrético de animales
Wnt1¢¢;Rosa26™™ se encontraron HLCs y células endoteliales Tom*, de origen extra-
hepatico. Consistentemente, en estadios postnatales tempranos de ratones
Wnt1¢¢;Rosa267°™ algunas células estromales no neurales expresaron el gen reportero. Y
en la médula 6sea adulta se encontré contribucion de células Tom* con células de Schwann
no mielinizantes y con dos tipos de pericitos, previamente involucrados en la regulacién de
nichos de células madre hematopoyéticas: células estromales perisinusoidales (mucho mas
abundantes) y células estromales periarteriales®. Asimismo, por primera vez reportamos la
presencia en el torrente circulatorio del adulto de células estromales trazadas con Wnt1,
tanto en animales sin tratar como en aquellos en los que se indujeron lesiones hepaticas.
Estas células expresaron los siguientes marcadores: GLAST, CD44, Fibronectina, Desmina y

Vimentina.

En los dos modelos in vivo de fibrogénesis hepatica pudimos constatar una reduccion de la
incidencia de estos pericitos GLAST* CD44* Fibronectina* Desmina* Vimentina* trazados con
Wntl en la médula ésea, y un aumento proporcional en sangre periférica, lo que sugiere su
movilizacidn hacia la sangre. Asimismo, tanto en ratones Wnt1¢;Rosa26™ como en otros
qgue permiten analizar la contribucion de células derivadas de pericitos GLAST*
(GLASTC®ERT2:Rosa267°™), se observd una incidencia y patrén de localizacién similar, comun

a ambos casos, de células endoteliales intralobulillares y de HLCs. Mientras que en higados
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sanos estas dos poblaciones celulares presentaron una incidencia rara, la misma aumento
muy significativamente con el desarrollo de la fibrosis hepatica. Se localizaron en diversas
areas dentro de un mismo corte, con una distribucion aleatoria en distintos lébulos
hepaticos. Estas evidencias, junto con nuestros datos que sugeririan la movilizacién de
pericitos GLAST* CD44* por sangre periférica sugieren que estas células endoteliales y las
HLCs trazadas en el higado fibrético derivarian de esos pericitos presentes en la médula

Osea.

El analisis del fenotipo de las células trazadas con GLAST (TxP2) en la médula dsea adulta
resulté exclusivamente en el trazado de células estromales, tanto perisinusoidales como
periarteriales, en la frecuencia esperada. Este resultado es similar al encontrado en ratones
Wntl, con la excepcidon de que en los animales GLAST las células de glia no resultaron
trazadas. Sin embargo, la incidencia de células trazadas en animales Wnt1“¢;Rosa26™" fue
10 veces menor a aquella obtenida en ratones GLAST. Este resultado, junto al dato de la
incidencia similar de HLCs y células endoteliales intralobulillares encontrada en los higados
fibroticos de ratones Wnt1¢¢;Rosa26™°™ y GLAST (Tx P2), sugiere que pericitos de la médula
Osea trazados con Wntl constituirian una subpoblaciéon de las células que resultaron
trazadas en ratones GLAST. Por lo tanto, ambas cepas permitirian identificar las mismas

subpoblaciones celulares en los higados lesionados.

La posibilidad de que una misma poblacidn de pericitos originara fenotipos tan distantes
embriolégicamente (HLCs vs. células endoteliales; endodermo vs. mesodermo) sugeriria
gue esas células estromales debieran tener propiedades de células progenitoras. Y como

era esperable el ensayo de CFU-Fs nos permitid constatar que células estromales trazadas
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en ratones Wnt1 tienen la capacidad de formar colonias, confirmando sus propiedades de
células progenitoras: entre las BMMCs, las células trazadas constituyeron entre un 10 y un
15% de las colonias obtenidas en esos ensayos. Por otra parte, el hecho de que en el higado
fibrético la incidencia de HLCs y células endoteliales Tom* sea mayor a la encontrada en el
control sugiere que las células que las originan tienen una mayor capacidad proliferativa
y/o presentan una mayor capacidad de contribuir con células hepaticas que la de los propios
hepatocitos endodérmicos, lo que seria esperable en células progenitoras. Algo similar fue
observado en ratones sometidos a hepatectomias, en un contexto que no involucra

alteraciones debidas a efectos tdxicos sobre los hepatocitos y/o las células endoteliales.

Segln se conoce actualmente por la literatura las células endoteliales se originan
habitualmente en células endoteliales progenitoras. Nuestros resultados evidencian que
estas ultimas células no son trazadas en ratones Wntl, sino que las células movilizadas
tienen el fenotipo de pericitos GLAST*. Ya anteriormente Ubil et al. sugieron un origen
mesenquimal de algunas células endoteliales después de una lesion®®. Por otra parte, como
fue revisado recientemente por Chopra y colaboradores, BM-MSC incubadas en
condiciones de cultivos de células endoteliales adquieren este ultimo fenotipo®’. Por lo
tanto, la incidencia de células endoteliales trazadas con Wnt1 y GLAST en el higado y su
notorio aumento después de una lesion crdnica, sugieren su origen en una subpoblacién de

pericitos trazados con Wnt1 presentes en la médula dsea.

Otra evidencia de que las HLCs y células endoteliales trazadas con Wnt1l después de una
lesion hepdatica se originan en pericitos de la médula ésea es el hecho de que ambos tipos

celulares mantienen la expresion de marcadores estromales aln después de su
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diferenciacién. En este sentido, nuestros datos podrian constituir una pieza clave para
comprender la abundante literatura que demuestra la capacidad de diferenciacién de MSCs
en hepatocitos3’°8, Podriamos estar estudiando una subpoblacién de pericitos trazados con
Wntl que presentaria una gran plasticidad del desarrollo, muy posiblemente conservada
evolutivamente en vertebrados, pudiendo quizd ser capaces de contribuir con distintos
tipos celulares segun el tipo de sefiales proveniente de los tejidos afectados por una lesidn
significativa y/o en remodelacion, hacia los que serian reclutados. Queda aldn por ser
analizado si estos pericitos coinciden constituyen el mismo tipo celular cuya movilizacion a
partir de la médula dsea fue previamente descripta en condiciones de estrés*' y que las
células progenitoras multipotentes adultas®®, aunque el hecho de no expresar Sca-1 sugiere

que se trataria de subpoblaciones diferentes.

Pudimos confirmar la capacidad de los pericitos GLAST* trazados con Wntl de ser
reclutados hacia el higado lesionado y diferenciarse en HLCs y células endoteliales mediante
experimentos de trasplante de BMMCs obtenidas de ratones Wntl en ratones atimicos
hepatectomizados. En esos experimentos, se obtuvo un aumento de mas de 10 veces en la
contribucidén de células trazadas que coexpresan Alblimina y marcadores estromales (y una
contribucién significativamente mayor de células endoteliales que en animales control).
Estos datos nos permiten concluir que pericitos trazados con Wntl se reclutan hacia el

higado lesionado pudiendo contribuir con esas distintas poblaciones celulares.

Algunos estudios, no basados en estrategias de trazado de linaje y por lo tanto poco
concluyentes, sugieren que células neuroectodérmicas circulantes por la sangre periférica

de pacientes adultos promoverian la fibrosis hepética y el cancer'®, Sin embargo, nuestros
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resultados sugieren que en una fibrosis hepatica establecida las células trazadas con Wnt1l
o GLAST no contribuyen con miofibroblastos. Esto no descarta que aquello pudiera suceder
en estadios muy avanzados de fibrosis o cirrosis, y/o especificamente en humanos. En
ratones, algunos de los miofibroblastos que contribuyen con la fibrogénesis hepatica
podrian derivar de pericitos GLAST y/o Wnt1 presentes en la médula 6sea. Por lo tanto,
nuestros resultados permiten, por primera vez, descartar una contribucion significativa de
pericitos GLAST* con miofibroblastos en el desarrollo de la fibrosis hepética'®. Queda
pendiente de analizar la posibilidad de que pericitos Wnt1* GLAST* contribuyan con el

cancer.

Estudios previos sugieren que derivados de origen neuroectodérmico (cresta neural) como
otros de origen mesodérmico contribuirian con células en los cultivos de MSCs3842,
Teniendo en cuenta el potencial de diferenciacidon de precursores de células de Schwann
(SCPs)®®, uno de los linajes de NCDCs, que pueden colonizar diversos drganos durante el
proceso de inervacion y diferenciarse en glia, melanocitos'®?, neuronas parasimpaticasi®?,
neuronas entéricas'®, células estromales de los dientes y/o eventualmente de médula
Osea, con capacidad de generar cultivos de MSCs'% y la notable plasticidad de células de la
cresta neural'®, habiamos previamente hipotetizado que la capacidad hepatogénica de los
cultivos de MSCs podria deberse mas a la presencia de NCDCs en los mismos que a células
de origen mesodérmico!®”. Ademas, otros investigadores habian obtenido células AFP* en
cultivos de células del nervio ciatico'®®. Sin embargo, el hecho de que en las médulas dseas
de embriones de ratones Sox10 y Wnt1 con buen indice de recombinacién, en estadios de
desarrollo significativos, se observara una rara y esporddica contribucién con células

trazadas descartaria la posibilidad de dicha contribucion in vivo. Mas aun, nuestros
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resultados sugieren que los SCPs, que son reclutados en la médula ésea y el higado durante
el proceso de inervacidn de esos érganos, no contribuyen con HLCs ni células endoteliales
luego de lesiones hepaticas. Por lo tanto, la evidencia presente sugiere la existencia de una
subpoblacién de pericitos GLAST* en la médula ésea que expresa de modo consistente (en
todos los animales analizados) y de novo Wntl en estadios tempranos postnatales. Seria
esta subpoblacion de células estromales las que muy probablemente origine
posteriormente las células correspondientes a los dos tipos de células estromales
(perisinusoidales y periarteriolares) previamente descriptas en la médula dsea. Por otro
lado, el hecho de que no haya habido contribucion de células trazadas con Nestina con HLCs
o células endoteliales en higados fibrdticos sugeriria que sélo las células estromales
perisinusoidales podrian contribuir con el higado luego de una lesidn. Para llegar a esta
conclusiéon nos basamos en que las células estromales periarteriales expresan niveles
mucho mas altos de Nestina que las células perisinusoidales®® y por lo tanto estarian

trazadas en los ratones Nestina“¢;Rosa26™™.

Ha sido previamente reportado que algunas poblaciones de células de la médula ésea
participan en la regeneracion del higado. Nuestros resultados sugieren la existencia de una
fuente nueva e independiente de células de la médula ésea con esa funcionalidad, que
depende de la fraccion estromal. Los pericitos GLAST* trazados con Wnt1 obtenidos de la
médula ésea o la sangre periférica de ratones no lesionados y hepatectomizados no
coexpresaron marcadores de progenitores de granulocitos y monocitos, los que se sabe que
pueden fusionarse con hepatocitos en una situacion de estrés'%. También fueron negativos

para los marcadores de células madre hematopoyéticas, de las que se reportd previamente

139



su reclutamiento en el higado y contribucion con otras subpoblaciones de HLC en el

contexto de la regeneracién del higado®'°.

Aunque la incidencia de HLCs Tom® observada en ratones Wnt1“¢;Rosa26™" vy
GLASTC®ERT2:Rosa267°™ en el higado fibrético y en el higado regenerado sea limitada, el
hecho de que pericitos GLAST* de la médula ésea trazados con Wntl puedan expandirse y
que gracias a la aplicacion de IMT504 y/o de otras sustancias similares pueda recuperarse
la capacidad de proliferacidon propia de esas células progenitoras sugiere que de por si
dichas células podrian ejercer un efecto anti-fibrotico y contribuir significativamente con la
regeneracion tisular a largo plazo. De hecho, en diversos trabajos se ha visto que la
aplicacion de MSCs reduce y/o previene la progresidon de la fibrosis hepatica en diversas

especies de vertebrados'®”111,

Finalmente, en ratones Wnt1¢;Rosa26™™ se observd que la aplicacion de IMT504 indujo
un aumento notable en la fraccidon de células estromales Tom* tanto en la médula 6sea
como en sangre periférica, lo que estaria asociado a la induccién de la actividad del
promotor de Wnt1 en células que no habian expresado previamente este marcador. Estas
células no tendrian el fenotipo de células progenitoras aunque algunas de ellas podrian
adquirirlo. Datos de los ensayos de CFU-Fs sugieren una mayor proliferacién de células
progenitoras estromales trazadas con Wnt1, las que contribuyen con un mayor porcentaje
de las colonias en ensayos de CFU-Fs y recuperan la capacidad de formar colonias densas.
Por otro lado, IMT504 indujo una reduccion significativa del tiempo de duplicacién de MSCs
obtenidas a partir de pericitos GLAST* trazados con Wnt1 y un aumento considerable en Ia

proporcidon de células en divisién celular. Asimismo, se observé que el tratamiento con
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IMT504 induce un aumento en la movilizacidon de estas mismas MSCs. Ambos fenédmenos
podrian estar asociados con una posible inducciéon en la expresion de Wnt1 especificamente
en células estromales progenitoras GLAST* Wnt1*. Por ultimo, en modelos de regeneracion
se observd que la induccion de IMT504 sobre células de médula ésea de animales
Wnt1¢¢;Rosa26™™ indujo un mayor reclutamiento de células Tom* hacia el higado
lesionado y un aumento en la incidencia de células endoteliales trazadas, al dia siguiente al
trasplante. Asimismo, nuestros datos sugieren que podria darse un aumento de hasta un

50% en laincidencia de HLCs debida al efecto de IMT504 sobre pericitos trazados con Wnt1.

En resumen, este trabajo de tesis sugiere que durante la fibrogénesis hepatica tiene lugar
un proceso de gliosis, el que muy posiblemente influya en la evolucién de esta patologia.
Asimismo, sugieren que luego de una lesién hepdtica células progenitoras estromales
GLAST* de la médula ésea trazadas con Wntl se movilizarian por sangre periférica y
originarian células endoteliales y HLCs, pero no miofibroblastos. Estrategias que induzcan
la movilizacién y repoblacién de esos progenitores estromales en la médula dsea, como la
utilizacidon de IMT504, podrian resultar en mecanismos que promuevan la regeneracién
tisular en lugar de su cicatrizacion, mejorando asi la funcionalidad del tejido. Ademas,
nuestros resultados sugieren que estos pericitos pueden ser cultivados como MSCs in vitro,
lo que haria posible expandir un pool de células hepatogénicas y generar hepatocitos con

mayor eficiencia, con posibles aplicaciones futuras en terapias de regeneracion tisular.

Eventos similares podran ser analizados a futuro en el contexto de otras patologias que
podrian causar la movilizacion de estas células derivadas de pericitos Wntl* GLAST* de la

médula dsea. El empleo de IMT504 podria servir también para promover también
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fendmenos pro-regenerativos en diversos tipos de traumatismos tales como lesiones de
médula espinal o infartos de miocardio. De confirmarse estos hallazgos en otros modelos y
especies, nos encontrariamos posiblemente ante un mecanismo que habria sido
establecido evolutivamente y conservado en mamiferos, en que un tipo celular presente en
la médula ésea podria responder a diversas sefiales ambientales pudiendo su diferenciacién

ser dirigida hacia linajes celulares relevantes funcionalmente.
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7. CONCLUSIONES

7.1. Contribucidn de células trazadas con Wnt1 al perfil celular del higado

durante el desarrollo

Entre E12 y E14, algunas células trazadas con PLP1 son reclutadas hacia el higado por via
sistémica y alli contribuyen principalmente con células estromales y raramente con HLCs.
En el mismo lapso de tiempo, algunas células trazadas con Wntl y Sox10 contribuyen
esporadicamente con células estromales en el higado. Estas células no tienen su origen en

la cresta neural.

En estadios perinatales, SCPs colonizan el higado y contribuyen Unicamente con células de
la glia residentes. En el ratdn adulto, normalmente persisten pocas células de la glia en ese

organo y se localizan alrededor de venas porta hepaticas.

En el higado adulto de animales Wnt1“¢;,Rosa26™™, raramente células Tom* presentan un

fenotipo de HLCs o de células endoteliales.

7.2. Contribucion de células trazadas con Wnt1 con la fraccion de células

no parenquimaticas del higado durante la fibrogénesis hepatica
En el higado fibrético, independientemente de la etiologia, aumenta la incidencia de células
de la glia y sus procesos celulares ganan en complejidad y longitud, todas senales que

permiten hablar de un proceso de gliosis. Esta activacion de células de la glia podria influir

sobre el avance del proceso fibrogénico.

144



Asimismo, la incidencia de células endoteliales trazadas con Wnt1, de origen extrahepatico
y no neural, aumenta significativamente con la fibrogénesis y su localizacion preferencial

cambia hacia zonas del parénquima hepatico.

SCPs postnatales no contribuyen con células endoteliales en el higado fibrético.

7.3. Contribucion de células trazadas con Wntl a la fraccion de células

parenquimaticas hepaticas durante la fibrogénesis hepatica

En el higado fibrético de animales Wnt1¢;Rosa26’°™ aumenta la incidencia de HLCs
trazadas, de origen extrahepdtico. Estas HLCs expresan HNF4a y Albdmina y son

morfoldgicamente indistinguibles de hepatocitos de origen endodérmico.

SCPs postnatales no contribuyen con HLCs durante la fibrogénesis hepatica.

7.4. Contribucion de células trazadas con Wnt1l con células de la medula

oOsea

En la médula 6sea adulta, la mitad de las células trazadas con Wnt1 son células estromales

perisinusoidales (la gran mayoria de ellas) o periarteriolares, de origen no neural.

7.5. Pericitos GLAST® de médula dsea, una fuente de células endoteliales

y de HLCs

El transportador de glutamato y aspartato GLAST se expresa en el linaje de las células de la
glia periférica. Sin embargo, en el higado fibrético las células trazadas con GLAST durante

estadios postnatales no contribuyen con células de la glia ni con células en el higado.
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En la médula 6sea, células trazadas con GLAST contribuyen con células estromales de los
mismo tipos y en proporcidn similar, aunque con una incidencia 10 veces mayor, a la

encontrada en animales Wnt1¢¢;Rosa26™™.

En el higado fibrético, células trazadas con GLAST contribuyen con HLCs y con células
endoteliales Tom™* de localizaciéon parenquimatica, en un nimero similar al encontrado en
ratones Wnt1¢¢;Rosa26'°™. Por lo tanto, en el higado fibrético los animales

Wnt1¢¢;Rosa26°™ y GLASTERT2:Rosa267°™ permitirian trazar la misma poblacion celular.

7.6. Las células trazadas con Wntl movilizadas de la médula 6sea son
pericitos GLAST* con propiedades de células mesenquimales
formadoras de colonias

Durante la fibrogénesis temprana, células estromales CD44* GLAST* trazadas con Wntl

presentes en la médula dsea se movilizan hacia la sangre periférica.

Durante el desarrollo postnatal, pericitos Wntl* de origen no neural contribuyen con una
subpoblacion de progenitores con propiedades de células mesenquimales formadoras de
colonias. El tratamiento con TAA reduce el numero de CFU-Fs en la médula dsea, que aln

son capaces de formar colonias pero menos densas.

7.7. Contribucidn de pericitos de la médula dsea trazados con Wntl con

células del higado en un modelo de hepatectomia parcial

Luego de una hepatectomia parcial, pericitos trazados con Wntl se movilizan desde la
médula ésea hacia la sangre periférica. Los mismos presentan marcadores de pericitos y no

expresan marcadores de células hematopoyéticas o de progenitores endoteliales. En el
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higado de ratones GLAST®(R72:Rosa26™™ hepatectomizados aumenta 20 veces la
incidencia de HLCs trazadas, las que en su mayor parte coexpresan diversos marcadores
estromales (CD44, Fibronectina, Desmina y Vimentina), lo que también sugiere su origen en

pericitos.

7.8. Diferenciacion in vivo de pericitos trazados con Wntl en HLCs y

células endoteliales

BMMCs obtenidas de animales Wnt1“¢Rosa26™™ y trasplantadas en ratones atimicos
hepatectomizados son reclutadas en mayor nimero que en animales control y contribuyen
con una mayor proporcién de HLCs y células endoteliales Tom*. Estos HLCs Tom* coexpresan

marcadores estromales de médula ésea como CD44, Vimentina y/o Fibronectina.

7.9. Efecto del oligonucledtido IMT504 sobre células estromales de la

médula 6sea trazadas con Wnt1l

La aplicacién del ODN IMT504 induciria la activacion de novo de Wntl en pericitos
presentes en la médula ésea y en sangre periférica. Sin embargo, este ODN no induce la
activacion de Wntl1 en CFU-Fs Tom™ obtenidas a partir de ratones Wnt1¢;Rosa26™™. Por
otra parte, IMT504 induce una mayor proliferacidon de pericitos trazados con Wntl con
propiedades de células mesenquimales formadoras de colonias. Su aplicacion en animales
con fibrogénesis hepatica temprana permite recuperar la propiedad de generar colonias
estromales densas en CFU-Fs trazadas con Wntl. In vitro, IMT504 induce una mayor
proliferaciéon y migracién de MSCs obtenidas a partir de pericitos trazados con Wnt1.

Consistentemente, BMMCs obtenidas de ratones Wnt1¢;Rosa267°™ previamente tratados
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con IMT504 resulta en una mayor reclutamiento de células Tom* hacia el higado de ratones
atimicos hepatectomizados y en una mayor contribucion de HLCs y/o células endoteliales

Tom* que en controles no tratados con este ODN.

En resumen (Figura 48), la fibrogénesis induce un proceso de gliosis, afectando a la
poblacion de células de Schwann no mielinizantes residente del higado. La lesidn hepatica,
tanto en distintos modelos de fibrosis hepatica como en una hepatectomia parcial, induce
la movilizacién y reclutamiento hacia el higado de una subpoblacién de pericitos GLAST* de
la médula dsea trazados con Wntl. En el higado, estas células, que son también trazadas en
ratones GLASTY®tR72.  Rosa26Tom, se diferencian en HLCs y células endoteliales
intralobulillares. EIl ODN IMT504 podria inducir una reactivaciéon del promotor de Wntl en
pericitos de la médula dsea lo que explicaria al menos en parte su mayor capacidad
proliferatoria y de movilizacién celular. El aumento en el nimero de CFU-Fs y un efecto
sobre su movilizacidn, reclutamiento y diferenciacion en HLCs y/o células endoteliales

podria tener relevancia terapéutica para la fibrosis hepatica.
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Figura 48: Resumen grafico de los resultados obtenidos. Esquema con los principales datos sobre
la gliosis observada en el higado fibrético y sobre la contribucidn de pericitos Wnt1* GLAST" de la
médula ésea con el higado adulto sano o en modelos de fibrosis o regeneracion; con analisis del

efecto del tratamiento con el ODN IMT504.
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