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MO: médula ôsea

N

NADH: nicotinamida adenîn dinucleôtido reducida 

NADPH: nicotiamida-adenina dinucleôtido fosfato 

NO: ôxido nîtrico

PAI: porfiria aguda intermitente 

PBG: porfobilinôgeno 

PBGD: porfobilinôgeno desaminasa 

PCE: porfiria congética eritropoyética 

PCT: porfiria cutànea tarda 

PP: protoporfirina 

PPE: protoporfiria eritropoyética 

PPO: protoporfirinôgeno oxidasa 

PV: porfiria variegata

RBC: (red blood cells) recuento de glôbulos rojos

SCC: side scater

TAA: tioacetamida 

TC: terapia celular

U

UROD: uroporfirinôgeno descarboxilasa 

UROS: uroporfirinôgeno I I I  sintasa

VCM: volumen corpuscular medio
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Introducciôn

LAS PORFIRIAS 1

1. A Papel biolùgico dsl grupo hemo

El hemo es el grupo prostético de las hemoproteinas celulares implicadas en 

un amplio espectro de funciones blolôgicas esenciales entre las que destacan la 

union al oxigeno (hemoglobina, mioglobina), metabolismo del oxigeno (oxidasas, 

peroxidasas, catalasas e hidroxilasas) y transferencia de electrones (citocromos) 

(Anderson y cols., 2001).

! HEMOPROTEINAS i

hemoglobina mioglobina

catalasa peroxidasa

ciclooxigenasa triptôfano
dioxigenasa

Ôxido ni'trico guanilato
sintasa ciclasa

citocromos citocromos P450
microsomales mitocondriales

Figura 1. Diverses hem oproteinas.
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El hemo se sintetiza en la mayona de las células, a excepciôn de los 

eritrocitos maduros y otras células en las ultimas eta pas de su diferenciaciôn; esto 

es debido a que todas las células del organisme necesitan hemo para la formaciôn 

de los citocromos mitocondriales implicados en la cadena respiratoria mitocondrial. 

No obstante, los requerimientos vanan significativamente de unos tejidos a otros; 

en el te jido eritroide y en el higado la tasa de sintesis del hemo es mucho mayor 

que en otros tejidos, puesto que se necesitan grandes cantidades de hemo para la 

formaciôn de hemoglobina en la médula ôsea y de citocromos P450 en el higado 

(Ponka, 1997).

1. B Ruta de sintesis del hemo

La sintesis del hemo esta estrictamente regulada debido a la toxicidad de los 

intermediarios de la ruta.

En la ruta biosintética del hemo participan ocho enzimas que convierten 

secuencialmente la glicina y la acetil-CoA en hemo. La primera y las très ultimas 

enzimas son mitocondriales, el resto son citosôlicas. Todas estas enzimas son 

codificadas por ADN nuclear.

1. B .l 5-âcido aminolevulinico sintasa

La 5-àcido aminolevulinico sintasa, ALAS (EC.2.3.1.37), primera enzima de 

la ruta, cataliza la condensaciôn de glicina y succinil coenzima A para formar acido 

aminolevulinico (ALA), que es destinado exclusivamente a la sintesis de hemo. Esta 

enzima es un homodimero y se localize en la mitocondria, donde se Droduce 

succinil coenzima A (succinil-CoA) por el ciclo de los acidos tricarboxilicos y que, 

ademas, constituye la fuente de energia mas importante de la ruta de sintesis del 

grupo hemo (Jordan y Laghai-Newton, 1986). Su ubicaciôn exacte esté en la 

membrane mitocondrial interna, orientada hacia la matriz mitocondrial.

La ALAS esta codificada por dos genes nucleares, un gen cons:itutivo, 

A LA 51, expresado en todas las células y localizado en el cromosoma 3p21 y un gen 

eritroide especifico, A LAS2, expresado sôlo en el higado fetal y la médula ôsea
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adulta y localizado en una subregion distal de Xp.11.21. Ambos genes estan 

organizados en 11 exones.

1. B.2 5-Aminoievulinato deshidratasa

La 5-aminoievuiinato deshidratasa, A LAD (EC.4.2.1.24), cataiiza la 

condensaciôn de dos moiécuias de ALA para formar ei monopirroi porfobilinôgeno 

(PBG). Esta compuesta por ocho subunidades idénticas de 36 kD y contiene cuatro 

sitios cataiiticos (Anderson y Desnick, 1979). Esta enzima requiere un atomo de zinc 

por subunidad y un grupo suifidriio intacto para su actividad ôptima. Es la enzima 

mas abundante de la ruta de sintesis del grupo hemo y en ei higado de mamiferos la 

actividad de la A LAD es de 80 a 100 veces mayor que la de la ALAS.

Ei gen de la A LAD se ha localizado en la regiôn q34 del cromosoma 9 y esta 

constituido por 13 exones. Tiene dos exones, lA  y IB , que se procesan 

aiternativamente y se empaiman con ei exôn 2, donde comienza la regiôn 

codificante; cada exôn 1 tiene su propio promoter. Ei ARNm de la ALAD que contiene 

ei exôn lA  es ubicuo y ei ARNm de la ALAD que contiene ei exôn IB  se expresa sôio 

en células eritroides (Kaya y cois., 1994).

ALADglicina

succinii coA
PBGDALAS

idroxim etiibilano

HEMO

UROS'EC\

protoporfiril uroporfirinôgeno I I I

PPO

protoporfirinôgeno IX coproporfirinôgeno I I I
CPO

Figura 2. Ruta de blosmtesis del grupo hemo. La primera y las très ultimas enzimas son 

mitocondriales; el resto son citosôlicas.
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1. B. 3  Porfobilinôgeno desaminasa

La porfobilinôgeno desaminasa, PBGD (EC.2.5.1.61), cataliza los pasos de 

desaminaciôn y condensaciôn de cuatro moiécuias de PBG para obtener un tetra pi rrol 

lineal Intermediario muy inestable, el hidroximetilbilano (HMB). La enzima funciona 

cono monômero y en humanos tiene un peso molecular de 35 a 40 kD. Contiene un 

cofactor dipirrolmetano en su sitio catalitico que esta unido covalentemente a la 

enzima y sirve de anclaje a las moiécuias de sustrato.

El gen de la PBGD en humanos se situa en el cromosoma 11 ( l lq 2 3 - l lq te r )  y 

esta constituido por 15 exones. Existen dos formas de PBGD, ubicua y especifica de 

tejido eritroide, codificadas por dos ARNm diferentes. Estos dos ARNm se originan a 

partir de dos unidades de transcripciôn solapantes de un ünico gen. En el ARNm 

ubicuo el exôn 1 se empalma con el exôn 3 y el otro transcrite comienza en el exôn 2 

(Ctretien y cols., 1988).

i .  3.4 Uroporfirinôgeno I I I  sintasa

La cuarta enzima de la ruta, la uroporfirinôgeno I I I  sintasa, UROS 

(EC.4.2.1.75), es la responsable de una reorganizaciôn intramolecular y del cierre 

del anillo de HMB para form ar uroporfirinôgeno I I I ,  el intermediario fisiolôgico, un 

tetra pi rrol ci'clico con ocho cadenas latérales carboxilicas, cuatro radicales acetato y 

cuctro propionato. La ciclaciôn no enzimatica de HMB origina el isômero I del 

uroporfirinôgeno (Jordan y cols., 1980), que carece de funciôn biolôgica, aunque 

puede ser metabolizado hasta coproporfirinôgeno I. La UROS es una proteina 

citcsôlica, monomérica, con un peso molecular aparente de 29,5 KDa.

El gen de la UROS esté localizado en el cromosoma 10, entre las regiones 

10c25.2 y 10q26.3 (Astrin y cols., 1991) y la constituyen 10 exones. El gen de la 

UROS présenta dos promotores alternativos que generan dos tipos de transcrites. En 

todôs los tejidos se genera el transcrite ubicuitario, compuesto por el exôn 1 

fusonado a la secuencia codificada desde el exôn 2B al exôn 10. En las células 

eritroides, ademas del anterior, encontramos el transcrite que contiene la regiôn 2A 

del exôn 2 fusionada al fragmente codificado desde el exôn 2B al exôn 10.
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p F p p
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no enzimatico

C^2

NH "  HN

uroporfirinôgeno I I I  sintasa

■A A-

— P P —

P

=<^ } =  

NH [1 HN

Uroporfirinôgeno I Uroporfirinôgeno I I I

Figura 3. Ciclaciôn enzim atica y no enzimatica de HMB.

1. B.5 Uroporfirinôgeno descarboxiiasa

La uroporfirinôgeno descarboxilasa, UROD (EC.4.1.1.37), cataliza la 

descarboxilaciôn secuencial de cuatro cadenas latérales de acetato del 

uroporfirinôgeno I I I  para obtener coproporfirinôgeno III. La UROD funciona como 

dimero y sôlo utiliza como sustrato los porfirinôgenos, la forma reducida de las 

porfirinas. La actividad enzimatica es inhibida por diferentes metales y compuestos 

que modifican los grupos sulfidrilos.

El gen que codifica para la UROD esta situado en el cromosoma 1 en la 

regiôn lp 34  (Dubart y cols., 1986) y se encuentra organizado en 10 exones. Tiene 

un ünico pro motor, sin embargo, existen dos sitios de inicio de la transcri pciôn que 

son usados en la misma proporciôn en células eritroides y no eritroides.

Las tres enzimas terminales de la ruta de sintesis del hemo estan localizadas 

en la mitocondria en asociaciôn con la membrana interna y su ubicaciôn sugiere que 

estas enzimas podnan form ar un complejo multienzimatico a modo de canal para el 

sustrato. Parece que una de las funciones de estas enzimas es prévenir la 

acumulaciôn excesiva de intermediarios de la ruta. También podria existir un canal 0 

transportador para el hierro localizado prôximo a la ferroquelatasa (Ponka, 1997).
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1. B. 6 Coproporfirinogeno oxidasa

La coproporfirinogeno oxidasa, CPO (EC. 1.3.3.3), cataliza la descarboxilaciôn 

oxidativa de los dos grupos propionato en las posiciones 2 y 4 del coproporfirinôgeno 

I I I  a dos grupos vinilos para formar protoporfirinôgeno IX. La CPO esta localizada en 

el espacio intermembrana de la mitocondria.

Se ha clonado el ADNc de la CPO humana. Existe un solo gen en la regiôn 

3 q l2  con multiples sitios de activaciôn de la transcripciôn y, aunque parece que sôlo 

es activo un ünico promotor, estana regulado diferencialmente en tejido eritroide y 

no eritroide. El gen de la CPO esta compuesto por 7 exones y contiene dos sitios de 

poliadenilaciôn; el uso alternative de estas dos sehales séria el responsable de la 

producciôn de ARNm de CPO con diferentes extremes 3' en distintos tejidos (Delfau- 

Larue y cols., 1994).

1. B. 7  Protoporfirinôgeno oxidasa

La protoporfirinôgeno oxidasa, PPO (EC. 1.3.3.4), cataliza el penültimo paso de 

la ruta de sintesis del hemo, en el que sels atomes de hidrôgeno son eliminados del 

anillo del porfirinôgeno para oxidar el protoporfirinôgeno IX a protoporfirina IX. La 

PPO es una proteina integral de la membrana mitocondrial interna con el sitio activo 

dirigido al espacio intermembrana.

El gen de la PPO humana se localize en el cromosoma lq22-23 y esta 

codificado por 13 exones. El producto de transcripciôn tiene un tamaho aproximado 

de 1.8 kb (Puy y cols., 1996). La inducciôn de la diferenciaciôn eritroide esté 

asociada con un incremento significativo en la actividad enzimética de la PPO.

1. B.8  Ferroqueiatasa

El ültimo paso enzimético de la sintesis del hemo es la inserciôn de hierro 

en el anillo de protoporfirina IX por la enzima ferroquelatasa (EC.4.99.1.1) (Dailey 

y Lascelles, 1974). A diferencia del resto de las enzimas de la ruta de sintesis del 

hemo, la ferroquelatasa utiliza como sustrato una porfirina, la forma oxidada del 

porfirinôgeno. Esta enzima sôlo puede incorporer ion ferroso por lo que es 

necesaria la reducciôn del ion férrico por otra enzima mitocondrial, la NADH- 

ferricianina reductasa. Posteriormente la ferroquelatasa se encarga de insertarlo en
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la protoporfirina y form ar grupo hemo. El gen de la ferroquelatasa esta localizado 

en el cromosoma 18q21.3 y esta codificado por 11 exones. De esta enzima se habla 

mas detalladamente en el apartado 2.C.

ferroquelatasa

CH3 CHzCH^

,.c=r
yJ-CH=CH,

CH,

protoporfirina IX

F e -  ^  CH3  

 ►

CH3 CHzCH^

H ,J  L , H

,C=4

I

yJ-CH=CH,

CH,

hemo

Figura 4. Inserciôn de hierro en la protoporfirina IX  para form ar hemo 

catalizada por la ferroquelatasa.

1. G Las p o rfirin as

1. C.l Genera/idades de las porfirinas

Las porfirinas son tetra pi rrol es ciclicos ca rentes de métal, productos 

intermediarios de la ruta de sintesis del hemo. Fueron descritas en 1930 por el 

premio Nobel Hans Fisher. Las porfirinas unidas a metales se convierten en grupos 

prostéticos de gran variedad de proteinas implicadas en diverses procesos vitales 

(Anderson y cols., 2001). En los mamiferos, unidas a hierro, constituyen 

hemoproteinas. En los organismes fotosintéticos la ruta metabôlica de las porfirinas 

dériva hacia la sintesis de clorofilas y bacterioclorofilas y en bacterias hacia las 

corrinas; las primeras contienen magnesio y las segundas cobalto.

PORFIRINA
(lUPAC/lUB)

Figura 5. Estructura de las porfirinas. Sistema de numeraciôn de la lU PA C /IU B .
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La nomenclatura propuesta por Fisher para estas moiécuias es la que se 

utiliza actualmente, aunque ha sido normalizada y uniformada por la Union 

Internacional de Bioquimica (lUB) (lUPAC-IUB, Jo in t Com m ission on B iochem ical 

N o m en c ia tu re {}C B N ), 1980).

1. C.2 Propiedades ffsicas y qufmicas de las porfirinas

El nùcleo basico de todas las porfirinas, la porfina, esta formado por cuatro 

grupos pirrôlicos unidos entre si por puentes meténicos. La existencia de dobles 

enlaces conjugados da como resultado una estructura résonante y plana de gran 

estabilidad. La saturaciôn o no de los puentes meténicos permite la existencia de 

dos estados de oxidaciôn. Todos los tetra pi rrol es ciclicos intermediarios de la ruta 

biosintética del hemo, a excepciôn de la protoporfirina IX, son porfirinôgenos, 

compuestos en estado reducido, no conjugados, incoloros y no fluorescentes 

(Smith, 1975).

Las porfirinas son el producto de oxidaciôn de los porfirinôgenos. Muestran 

un espectro de absorciôn de luz ultravioleta y visible caractenstico que consiste en 

una banda principal ce rca de los 400 nm, llamada banda de Soret, y cuatro bandas 

de absorciôn pequehas entre los 500 y los 630 nm, que disminuyen en intensidad 

hacia las longitudes de onda rojas.

Banda de S oret

> 2 X 10
Bandas Q

400 600

Figura 6. Espectro de absorciôn de una porfirina.

38



1. Las Porfirias Introducciôn

Las porfirinas emiten fluorescencia roja intensa cuando son expuestas a luz 

de longitud de onda en torno a 400 nm. Cuando se disuelven en écido muestran 

dos fuertes bandas de émision, una de 600 a 610 nm y otra de 640 a 660 nm. Las 

porfirinas queladas con metales diamagnéticos (Mg, Sn, Zn) conservan esta 

caracteristica, que permite la deteccion y cuantificaciôn de las porfirinas mediante 

métodos espectrofluorimétricos.

La solubilidad de las porfirinas en agua es favorecida por la presencia de 

cadenas latérales con acidos carboxilicos libres y détermina las rutas de excreciôn. 

La uroporfirina, octocarboxilica, se excreta exclusivamente por via renal mientras 

que la protoporfirina, dicarboxilica y por tanto menos hidrosoluble, lo hace por ruta 

biliofecal. La coproporfirina, tetracarboxilica, utiliza ambas vias, si bien se élimina 

en mayor cuantia por ruta biliar; por esta dualidad excretoria, se aprecia 

coproporfirinuria incrementada con disminuciôn de la coproporfirinorrea en 

situaciones colestéticas.

1. D Reguiaclôn de la sintesis de! fiamo

El A LA, el PBG y las porfirinas libres no tienen utilidad biolôgica en humanos 

y se producen generalmente como productos secundarios de la ruta de sintesis del 

hemo. Dicha ruta es muy eficiente, de forma que précticamente la totalidad de 

intermediarios de porfirinas sintetizados se utilizan para form ar el producto final 

(Ponka, 1997).

La sintesis del hemo tiene lugar mayoritariamente en las células eritroides 

en la médula, pero aproximadamente el 15% de la producciôn diaria ocurre en el 

higado para la formaciôn de las enzimas que contienen hemo. Los mecanismos 

reguladores que controlan la sintesis de hemo en estos dos ôrganos difieren. En el 

higado, las enzimas de la sintesis del hemo tienen un recambio rapido que permite 

al higado responder a los cambios en los requerimientos metabôlicos. Sin embargo, 

en los progenitores eritroides la ruta esta regulada de forma que sea posible un 

nivel de sintesis de hemo estable y su regulaciôn esta ligada a la disponibilidad de 

hierro (Ajioka y cols., 2006).

El A LA es el primer producto intermediario de la ruta y esta destinado 

exclusivamente a la sintesis del hemo. La tasa de sintesis de A LA es un paso 

importante en la regulaciôn de la formaciôn de hemo, especialmente en el higado.
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La sintesis del hemo en el higado y en las células eritroides esta regulada en 

parte por distintos genes, uno constitutive y otro especifico eritroide, que cod if ica n 

isozimas de ALAS, ALASl y ALAS2, respectivamente.

J. D .l Regulaciôn de la smtesis del hemo hepatico

El 65% del ALA y hemo producidos en el higado de rata es utilizado para la 

formaciôn de las enzimas del citocromo P450 microsomal, aproximadamente el 

15% para la sintesis de citocromos mitocondriales y el 25% para la sintesis de 

otras hemoproteinas, como la catalasa en los peroxisomas.

DESTINO  DEL HEMO HEPATICO

hemo oxigenasa 
CO2 + Fe 

bilirrubina

trip tôfano pirrolasa
enzim as del citocromos catalasa

citocrom o microsomal respiratorios GSH peroxidasa
P450 mitocondriales NO sintasa

guanilato ciclasa
6 5 % 1 5 % ciclooxigenasa

Figura 7. Destine del hemo hepatico.

1. D .l .A Por la enzim a re a u la d o ra : A L A S l

La ALASl funciona en el higado como enzima lim itante de la producciôn de 

hemo en ciertas condiciones. La actividad de la ALASl en un higado normal es la
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mas baja de todas las actividades de las enzimas que intervienen en la sintesis del 

hemo (30- 100 nmol ALA/h/g higado en raton). La actividad de la PBGD, tercera 

enzima de la ruta, es parecida a la de la ALASl; en situaciôn de incremento en la 

necesidad de hemo en el higado, la ALASl se induce, la producciôn del ALA se ve 

incrementada y la PBGD puede actuar como segundo paso metabôlico lim itante. La 

ferroquelatasa también tiene una actividad hepatica baja (0.4 nmol hemo/mg 

proteina m itocondrial/m inuto en higado de rata), aunque muestra una actividad 

mas alta que las de las enzimas ALASl y PBGD, por lo que es raro que actue como 

paso lim itante en el higado. Las actividades del resto de las enzimas de la ruta son 

mayores que las de estas tres.

La funciôn de la ALAS como enzima lim itante o reguladora esta determinada 

por el hecho de que su ARNm se incrementa rapidamente en condiciones 

fisiolôgicas de demanda de hemo, mientras que la expresiôn de otras enzimas de la 

ruta no se modifica sustancialmente.

La actividad basai de la ALASl hepatica produce suficientes A LA y hemo 

para mantener las concentraciones normales de hemoproteinas hepaticas. Sin 

embargo, en condiciones en las que esta incrementada la necesidad de hemo 

debido a una respuesta a sehales exôgenas, como la ingesta de farmacos, alcohol y 

otros xenobiôticos, se induce la sintesis de las enzimas del citocromo P450 

encargadas de su metabolizaciôn, y de igual forma, se induce la ALASl hepatica 

para la producciôn del hemo prostético. Estudios recientes en humanos han 

demostrado que el incremento en la sintesis de la ALAS se produce por activaciôn 

directa de la trascripciôn del gen de la ALASl por el farmaco. En este sentido, se 

han identificado "secuencias de respuesta a xenobiôticos" en la regiôn 5 ' de la 

ALAS y de numerosos citocromos. Estas secuencias son reconocidas por algunos 

tipos de receptores nucleares, concretamente el receptor de hormonas 

progestagenas, (PXR, p regn an e  X  re ce p to r) y el receptor de testosterone (CAR, 

constitu tive  androstane  re ce p to r). La uniôn de estos receptores nucleares a las 

secuencias de respuesta especificas induce la trascripciôn de dichos genes 

(Podvinec y cols., 2004).

1. D . l .B  Por e i producto fina i: hem o

La represiôn de la ALASl mediada por hemo, el producto final, contribuye a 

que esta enzima sea un paso lim itante en la ruta de sintesis del hemo. El hemo 

generado en la mitocondria tiene diverses efectos reguladores sobre su propia
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sintesis hepatica; tanto a nivel de transcripciôn, al dism inuir la vida media del 

ARNm de la ALASl, como de la traducciôn, al reprim ir el transporte de la proteina 

precursora de la ALASl desde el citosol a la mitocondria, pero no es suficiente para 

inhibir la actividad de esta enzima (Ponka, 1997).

El papel regulador del hemo respecto a su propia biosintesis y catabolisme 

se explica asumiendo la existencia de réservas {pool) de hemo libre en los 

hepatocitos, que es aquél que ha sido sintetizado recientemente y todavia no se ha 

unido al grupo prostético de las hemoproteinas especificas o bien el que acaba de 

ser liberado de las hemoproteinas. Aunque no se ha comprobado su existencia, hay 

evidencias de que las réservas de hemo libre existen como entidades funcionales en 

las células hepaticas, manteniendo unas concentraciones de hemo adecuadas 

mediante una combinaciôn de mecanismos de sintesis y degradaciôn, a modo de 

mecanismo "sensor" que evaluana los cambios en esta réserva de hemo libre 

(Ponka, 1997):

El hemo libre en la mitocondria regularia la tasa de sintesis de citocromo 

oxidasa.

El hemo libre citosôlico reprim iria la tasa de sintesis de ALASl, 

considerandose como una réserva de hemo regulador.

El hemo libre microsomal regularia la actividad de la hemo-oxigenasa, 

enzima lim itante en la degradaciôn del hemo a pigmento biliar, ademas de 

servir como sustrato para dicha enzima, lo que podria influenciar en la 

concentraciôn de hemo libre regulador en los hepatocitos.

1. D.2  Regulaciôn de la smtesis del hemo en células eritroides

El 85% del contenido de hemo de un organisme es sintetizado en las células 

eritroides. La hemoglobina es la hemoproteina mas abundante y contiene 

aproximadamente el 70% del hierro total de un adulto.

La regulaciôn de la ruta de biosintesis del hemo en las células eritroides 

tiene lugar durante la diferenciaciôn celular. Al contrario de lo que ocurre en el 

higado, el hemo no ejerce un control di recto sobre su propia sintesis en las células 

eritroides sino que actua regulando la sintesis de la cadena de globina para
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incrementar la hemoglobina y equilibrar de este modo la producciôn de hemo. Y 

también, a diferencia de lo que ocurre en el higado, la activaciôn de la sintesis de 

hemo en las células eritroides esta acompahada no sôlo por un incremento en la 

isoforma eritroide de la ALAS, ALAS2, sino también por la inducciôn de otras 

enzimas de la ruta.

También la PBGD funciona como enzima reguladora de la ruta en los 

eritroblastos; su trascripciôn parece inducida durante la diferenciaciôn eritroide 

regulada por el factor nuclear E2 (NF-E2) (Chenais y cols., 1997).

La ferroquelatasa, ultima enzima de la ruta de sintesis del grupo hemo, 

también puede tener un papel en el control de la tasa de formaciôn del hemo en las 

células eritroides. La deficiencia de ferroquelatasa en la protoporfiria humana causa 

una acumulaciôn de la protoporfirina casi exclusivamente en el tejido eritroide, a 

pesar de que la ferroquelatasa es déficiente en todos los demas tejidos de estos 

pacientes. Esto sugiere que la actividad de la ferroquelatasa, cuando es 

parcialmente déficiente, puede ser lim itante en las células eritroides pero no en 

otros tejidos.

El ARNm de la ALAS2 contiene un elemento de respuesta a hierro {iron -  

responsive e lem en t, IRE) en su extremo 5% lo que implica que la traducciôn del 

ARNm de la ALAS eritroide depende de la disponibilidad de hierro. Su papel 

regulador esta mediado por una proteina sensible al hierro (PSFe) que actua como 

proteina represora o inductora, en funciôn de la disponibilidad de hierro, y que 

interviene regulando la translocaciôn del ARNm de la ALAS2 y aumentando la 

estabilidad del ARNm del receptor de transferrina (RTf). De esta forma, se puede 

decir que en las células eritroides el paso lim itante para la sintesis de hemo no es la 

producciôn de A LA sino la adquisiciôn de hierro celular desde la transferrina (Ponka, 

1997).

1. D. 3  Smtesis del hemo en células no eritroides

La regulaciôn de la sintesis del hemo en otros tejidos no es muy conocida 

pero podria ser muy diferente de la regulaciôn que tiene lugar en el higado o en las 

células eritroides.
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En tejidos no eritroides la forma de la ALA-S que se expresa es la ALASl. 

Sin embargo, ciertos inductores potentes de ALASl en higado no parecen aumentar 

su actividad en corazon, glandulas adrenales, testiculos, cerebro o bazo de rata 

(Kappas y cols., 1995). Por el contrario, ciertas hormonas si inducen la actividad de 

la ALAS de ciertos tejidos no hepaticos. La hormona adrenocorticotropica 

incrementa la actividad de la ALAS en la glandula adrenal (Martini y cols., 1997), la 

gonadotropina lo hace en testiculo (Tofilon y Piper, 1980) y la eritropoyetina en el 

bazo (Wada y cols., 1967).

1. E Catabolismo dal hama

Puesto que el hemo es el grupo prostético de numerosas enzimas con un 

papel importante en la transcripciôn, traducciôn y translocaciôn p rote ica y en la 

diferenciaciôn eritroide, su degradaciôn también se encuentra estrictamente 

regulada. Aproximadamente un 20% del hemo libre se destruye de manera previa 

a su incorporaciôn en las hemoproteinas (Chowdhury y cols., 1989). La destrucciôn 

de eritrocitos senescentes y la rotura de hemoproteinas (hemoglobina, citocromos, 

peroxidasas, catalasas, triptôfano pirrolasa...) producen moiécuias de hemo que 

también van a ser degradadas. La mayona del hemo en mamiferos es utilizado para 

la proteina de transporte de oxigeno hemoglobina, de forma que se sintetiza en 

células eritroides y se dégrada en el sistema reticulo-endotelial del higado y bazo, 

donde la actividad de la hemo oxigenasa es mayor, aunque en situaciones de 

hemôlisis las células tubulares renales también pueden degradar hemoglobina 

(Schacter, 1988).

El hemo es degradado fundamentalmente por la actividad de la hemo 

oxigenasa en los microsomas hepaticos. La hemo oxigenasa (E.C.1.14.99.3) fue 

descrita por primera vez en 1969 como una oxigenasa microsomal hepatica con 

funciôn mixta (Tenhunen y cols., 1969). Se han identificado y clonado tres 

isozimas: una forma inducible, HO-1 y dos formas constitutivas, HO-2 y HO-3. HO- 

1 y HO-2 catalizan la misma reacciôn bioquimica, pero se diferencian en las tasas 

de reacciôn, en la estructura primaria, en el peso molecular y en la 

termoestabilidad (Maines, 1986).

Se consideran dos etapas en la degradaciôn del hemo. En la primera existe 

una catalisis enzimatica por la actividad de la hemo oxigenasa que requiere que un 

agente red u cto r, el NADPH, y el oxigeno actuen sobre el ion ferroso. En la segunda
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eta pa se produce la oxidaciôn por el oxigeno molecular, proceso posiblemente no 

enzimatico. La eta pa lim itante reguladora de la degradaciôn del hemo es la 

catalizada por la hemo oxigenasa.

La degradaciôn del hemo es la responsable de la sintesis de pigmentos 

biliares (biliverdina y bilirrubina), de la producciôn de hierro libre y de CO, segundo 

mensajero y molécula que modula numerosos procesos vasculares.

1. F Las p o rfirias

Las porfirias son enfermedades, tanto hereditarias como adquiridas, en las 

que las actividades de las enzimas de la ruta de biosintesis del grupo hemo son 

parcial o casi totalmente déficientes. Como hemos sehalado anteriormente, hay 

ocho enzimas implicadas en la sintesis del hemo y, a excepciôn de la primera 

enzima, la deficiencia enzimatica en uno de los pasos tiene como consecuencia la 

acumulaciôn en tejidos y una excesiva excreciôn de porfirinas y/o sus precursores. 

Mientras que el hemo tiene un papel biolôgico importante, las porfirinas y sus 

precursores no tienen ninguna utilidad, siendo ademas tôxicos y directamente 

responsables de la patologia en cada una de las porfirias (Anderson y cols., 2001).

Las porfirias pueden ser clasificadas, dependiendo de la sintomatologia, en 

cutaneas, agudas y mixtas. Otra clasificaciôn alternativa es la que divide las 

porfirias en hepaticas y eritropoyéticas, dependiendo del tejido principal de 

expresiôn del defecto enzimatico especifico, aunque algunas muestran expresiôn 

solapada en distintos tejidos. Esto se debe al control especifico de tejido al que esté 

sometida la expresiôn génica de la ruta del hemo.

La deficiencia en la primera enzima, reguladora de la ruta de sintesis del 

hemo, en células de la linea eritroide, la ALAS2, da lugar a una enfermedad 

recesiva, la anemia siderobléstica asociada al cromosoma X (Cotter y cols., 1992).

La actividad déficiente de la segunda enzima de la ruta, la ALAD, origina, 

exclusivamente en homocigotos, una enfermedad hepética autosômica recesiva, la 

porfiria por déficit de ALA-D, porfiria de Doss o plumboporfiria (OMIM: 125270) 

(Doss y cols., 1979). Hasta el momento sôlo hay siete casos descritos y sus 

manifestaciones clinicas son fundamentalmente neurolôgicas.
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CLASIFICACION DE LAS PORFIRIAS

SEGUN SU ORIGEN SEGUN SINTOMATOLOG IA

ERITROPOYETICAS

HEPATICAS

CONGENITA DE GÜNTHER

PROTOPORFIRIA
ERITROPOYÉTICA

CUTANEA TARDA

CUTANEAS

VARIEGATA

COPROPORFIRIA
HEREDITARIA

AGUDA DE DOSS 

AGUDA INTERMITENTE

M IXTAS

AGUDAS

Figura 8. Clasificaciôn de las porfirias segùn su origen y segùn su sintom atologia.

La porfiria aguda interm itente (PAI, OMIM: 176000) es la porfiria hepatica 

aguda mas comün. Es una enfermedad autosômica dominante résultante de una 

reducciôn de la actividad de la PBGD a la mitad. Esta enfermedad esta 

caracterizada clinicamente por una variedad de sintomas abdômino-psiquico- 

neurolôgicos consecuencia de la disfunciôn de los sistemas nerviosos autônomo, 

periférico y central. Los sintomas son generalmente intermitentes y réversibles, 

aunque pueden poner en peligro la vida del paciente.

La porfiria congenita eritropoyética, o porfiria de Günther, (PCE, OMIM: 

263700) es una enfermedad autosômica recesiva que résulta de una actividad muy 

déficiente de la UROS (Romeo y Levin, 1969). Se manifiesta por una marcada 

fotosensibilidad que da lugar a lesiones incluso mutilantes en partes expuestas al 

sol. En algunos casos se aprecia anemia hemolitica.

La porfiria cutanea tarda (PCT) y la porfiria hepatoeritropoyética (HEP) 

(OMIM: 176100) se deben a una deficiencia heterocigôtica y homocigôtica
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respectivamente de la enzima citosôlica UROD. La PCT es la porfiria mas comün y 

abarca tres grupos que no pueden distinguirse clinicamente: tipo I, esporadica; tipo

II, fam iliar autosômica dominante, con mutaciôn en el gen de la UROD y tipo I II ,  

fam iliar y sin mutaciones en el gen de la UROD. La HEP recuerda en sus 

manifestaciones clinicas a la porfiria congenita eritropoyética.

La coproporfiria hereditaria (CPH, OMIM: 121300) es una porfiria hepatica 

autosômica dominante con manifestaciones neurolôgicas y/o  dérmicas. Es 

secundaria a una deficiencia en la actividad de la enzima CPO (Elder y cols., 1976).

La porfiria variegata (PV, OMIM: 176200) es una porfiria hepatica

autosômica dominante debida a una deficiencia parcial en la actividad de la PPO. 

Esta porfiria recuerda en su sintomatologia a la PAI y, al igual que la CPH, puede 

manifestarse con sintomas dérmicos; por esta dualidad clinica ambas porfirias son 

denominadas "m ixtas".

Por ültimo, la protoporfiria eritropoyética (PPE, OMIM: 177000) esta causada 

por una deficiencia parcial en la actividad de la ferroquelatasa (Bottomley y cols., 

1975); de sus caractensticas se trataré mas detenidamente en el siguiente 

apartado.
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PRITOPORFIRIA ERITROPOYËTICA 2

2. A Dsfiniciôn y m anifastaciones clinicas an la PPE

La PPE es una enfermedad causada por un defecto parcial en la actividad de 

la ultima enzima de la ruta biosintética del hemo, la ferroquelatasa, que cataliza la 

incorporaciôn del hierro a la protoporfirina para sintetizar finalmente el grupo hemo 

(Bottomley y cols., 1975). La disminuclôn en la actividad de la ferroquelatasa tiene 

como consecuencia una acumulaciôn excesiva de un intermediario de la ruta, la 

protoporfirina IX, principalmente en las células eritroides de la médula osea y 

también en plasma, en eritrocitos circulantes, bills y heces.

A pesar de ser una de las porfirias mas frecuentes, la segunda de las 

porfirias en orden de frecuencia después de la porfiria cutanea tarda, no se 

describio hasta 1961 (Magnus y cols., 1961), debido quiza a que las 

manifestaciones cutaneas son mayoritariamente leves y no hay una excreciôn 

excesiva de porfirinas en la orina (Anderson y cols., 2001) .

La PPE aparece como enfermedad pan-étnica, con una frecuencia estimada de 

1 6  2 casos por cada 10.000 habitantes. Se transmite de forma autosômica 

dominante, con penetrancia variable.

La PPE se manifiesta en dos vertientes clinicas: la afectacion cutanea, cuya 

presencia es universal y definitoria de esta enfermedad y la afectacion hepatica, 

responsable de la mortalidad.
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2. B C aracterizaciôn  bioquimica de la PPE

En los pacientes con PPE la protoporfirina es el ünico intermediario de la ruta 

del hemo que se acumula de forma significativa y lo hace en forma libre y no unida 

a zinc. El diagnôstico se basa en la demostraciôn de concentraclones Incrementadas 

de protoporfirina en eritrocitos periféricos y plasma (Rimington y Cripps 1965). El 

barrrido fluorimétrico del plasma diluido en PBS permite détectar la presencia de un 

pico caracteristico de fluorescencia de la protoporfirina plasmatica a 634 nm 

(Ennquez de Salamanca y cols., 1993).

La protoporfirina se excreta en la bills y, con cierta frecuencia, esta elevada 

en heces, aunque no es una caractenstica invariable. Debido a que no se acumulan 

intermediarios de la ruta, las concentraclones de precursores y porfirinas en orina 

son normales, excepto en las ultimas etapas de la enfermedad hepatica, cuando se 

détecta un exceso de coproporfirina urinaria ligada a la colestasis.

2. C Ferroquelatasa

2. C .l Introducciôn general

La ferroquelatasa (protohemo ferroliasa o hemo sintetasa) es la ultima 

enzima de la ruta biosintética del grupo hemo y esta localizada en la membrana 

interna mitocondrial, orientada hacia la matriz, donde cataliza la inserciôn de hierro 

ferroso en la protoporfirina para formar hemo (Harbin y Dailey, 1985; Ferreira y 

cols., 1995).

Como muchas enzimas mitocondriales, la ferroquelatasa se sintetiza en el 

citosol en forma de un precursor de mayor tamaho que después es importado a la 

mitocondria (Camadro y cols., 1984; Dailey y cols., 2000). Cuando se ha expresado 

el ARNm de la ferroquelatasa murina en un sistema ex  vivo, se sintetizô un 

polipéptido precursor de 43 kDa que se importé a las mitocondrias y 

posteriormente se proceso hasta la forma madura de la enzima (Karr y Dailey, 

1988). Se ha especulado que la ferroquelatasa esta asociada con el complejo I de la 

cadena de transporte electrônico mitocondrial y que el ion ferroso podna ser 

producido por oxidacion del NADH (Taketani y cols., 1986).
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A diferencia de las très enzimas anteriores de la ruta, que utilizan 

porflrlnôgenos como sustratros, la ferroquelatasa usa como sustrato la 

protoporfirina IX, forma oxidada del protoporfirinôgeno IX. La ferroquelatasa solo 

incorpora en la protoporfirina IX la forma reducida del hierro, Fe^^, y no la forma 

Fe^^ (Porra y Jones, 1963; Anderson y cols., 2001).

2. C.2 Biogénesis, propiedades y estructura tridimensional de ia
ferroquelatasa

La ferroquelatasa murina es rica en Usina (11% ) y en aminoacidos

hidrofôbicos (48% ) y su actividad es estimulada por la adicciôn de acidos grasos e 

Inhibida por metales como el cobalto, el zinc, el plomo, el cobre o el manganeso 

(Taketani y Tokunaga, 1981; Shipovskov y cols., 2005). Las membranas 

mitocondriales del higado humano contienen una g ran cantidad de metales 

endogenos, especialmente zinc, lo que puede in flu ir en la actividad de la

ferroquelatasa.

Se ha identificado un grupo ferro-sulfuroso [2Fe-2S] en la ferroquelatasa de

raton y humano. Esta region se localize en el extremo C-terminal de la proteina, en

una region de 30 residues que contiene 4 residues de cisteina localizados en una 

secuencia (C -X7-C-X2-C-X4-C) y que funciona como un sitio de reconocimiento para 

el motive [2Fe-2S] (Ta y Vickery, 1992). Se piensa que la presencia de esta 

secuencia [2Fe-2S] es esencial para la actividad de la enzima en mamiferos aunque 

no se conoce el papel exacte de este motive en la reacciôn enzimatica (Dailey y 

cols., 1994; Shi y Ferreira, 2004).

Figura 9. Estructura trid im ensional de la ferroquelatasa Humana. Wu y cois., 

2001; Nature Structure Biology.
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Se ha determinado la estructura cristalina de la ferroquelatasa humana por 

rayos X (Burden y cols., 1999); la enzima existe en forma de homodimero y ei 

polipéptido esta plegado en dos dominios similares, cada uno con cuatro laminas (3 

paralelas flanqueadas por hélices a. Ambos dominios forman una hendidura 

enriquecida con varios residuos conservados y que son fondamentales para la 

catalisis; en esta hendidura existe un lazo cuyos residuos contactan con los anillos 

pirrolicos para estabilizar la union con la porfirina y su orientacion. Esta region esta 

prôxima al lugar donde la enzima se asocia a la membrana y es rico en residuos 

hidrofôbicos, lo que facilita la captura de la porfirina, insoluble en agua, 

proporcionando también un camino para la liberaciôn del hemo (Shi y Ferreira, 

2004). En esta hendidura se encuentra a su vez la His 183, implicada en la union al 

hierro ferroso (Al-Karadaghi y cols., 1997).

2. C.3 ADNc y gen de ia ferroquelatasa

El ADN codificante de la ferroquelatasa humana fue aislado por primera vez 

de una librena de ADNc de placenta (Nakahashi y cols., 1990). Tiene un marco de 

lectura abierto de 1269 pares de bases que codifica para una proteina de 423 

aminoacidos, incluyendo una secuencia lider de 54 aminoacidos, de forma que la 

enzima madura tiene 369 aminoacidos. El unico gen de la ferroquelatasa humana 

funcional tiene 45 kb aproximadamente y contiene 11 exones (Taketani y cols., 

1992). El gen funcional se ha localizado en la region cromosômica 18q21.3 

(Taketani y cols., 1992; Whitcombe y cols., 1991) y se ha mapeado un pseudo gen 

de la ferroquelatasa en el cromosoma 3 (Whitcombe y  cols., 1994).

El gen de la ferroquelatasa présenta dos sitios de poliadenilaciôn que 

producen dos ARNm de aproximadamente 1.6 kb y 2.5 kb, en células eritroides y 

no eritroides (Taketani y cols., 1992).

El analisis de la region promotora del gen funcional muestra una secuencia 

promotora simple con sitios de union potenciales para S p l, NF-E2 y GATA-1; sin 

embargo no se han encontrado sitios de union tipicos como secuencias TATA o 

CAAT. El sitio de iniciaciôn para la transcripciôn del gen funcional se ha asignado a 

una adenina 89 pb antes del sitio ATG de iniciaciôn de la traducciôn. El analisis del 

promoter del gen de la ferroquelatasa murina ha identificado sitios S p l localizados 

entre -37 y -32 pb para la expresiôn constitutiva y una regiôn que contiene una
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caja CACCC y una caja vecina GC que esta implicada en la expresiôn eritroide 

inducible en células MEL (eritroleucemia murina) (Taketani y cols., 1999).

La comparaciôn de la secuencia de aminoacidos de la ferroquelatasa de 

raton y levaduras con la secuencia de humanos muestra una homologia de 88%  y 

46% respectivamente.

2. D Genétlca m olecular de la PPE

2. D .l La ferroquelatasa en la PPE

La actividad de la ferroquelatasa es déficiente en médula ôsea, reticulocitos, 

higado, fibroblastos cultivados y leucocitos de pacientes con PPE. (Bottomley y 

cols., 1975; Bonkowsky y cols., 1975).

En biopsias de higado de pacientes con PPE la actividad de la ferroquelatasa 

es del 15% al 25% respecto a la actividad normal, que es menor al 50% de 

actVidad esperada si la PPE se heredara conforme a un patrôn estrictamente 

autosômico dominante.

El analisis molecular de las mutaciones en el gen de la ferroquelatasa 

responsables de la PPE ha mostrado una g ran heterogeneidad genétlca. Se han 

encDntrado mutaciones de cambio de sentido, variaciones en los sitios potenciales 

de procesamiento y deleciones intragénicas grandes y pequehas, asi como posibles 

mutaciones sin sentido y una inserciôn. Dentro de estos defectos, las mutaciones 

mas frecuentes son las que afectan a la reorganizaciôn de los exones (Human Gene 

Mutation Database: www.hQmd.cf.ac.uk/ac/index.DhpT

2. D.2 Herencla de la PPE

El modo de herencia de la PPE no responde a un patrôn de herencla 

estrictamente dominante o recesivo; se puede decir que es fundamentalmente 

autosômico dominante con penetrancia incompleta, aunque existen siete casos
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documentados de herencia autosômica recesiva (Lamoril y cols., 1991; Sarkany y 

cols., 1994; Poh-Fitzpatrick y cols., 2002; Whatley y cols., 2004). En el tipo 

dominante de PPE aparecen distintos grados de deficiencia de la enzima en los 

distintos pacientes y en los portadores asintomaticos. Los pacientes sintomaticos 

suelen tener menos de un 50% de la actividad normal, mientras que los 

asintomaticos muestran aproximadamente el 50%  de la actividad normal y 

mayores concentraclones de ARNm producidos por el alelo no mutado (Gouya y 

cols., 1999). La penetrancia incompleta y la expresiôn clinica variable sugieren la 

implicaciôn conjunta de mutaciones deletéreas en la ferroquelatasa y de factures 

adicionales.

2. D .2 .A  M odulaciôn de la expresiôn d e l aen  de fa ferro q u elatasa

En la PPE existen pequehas variaciones en la expresiôn del alelo normal en 

trans  con el alelo mutado que pueden tener un impacto importante en la expresiôn 

clinica de la enfermedad. Asf, la penetrancia de una mutaciôn dominante puede ser 

modulada por polimorfismos funcionales en el mismo locus, disminuyendo la 

expresiôn génica por debajo de un umbral critico, de forma que cuando la actividad 

enzimatica de la ferroquelatasa cayera por debajo de dicho umbral, la acumulaciôn 

de protoporfirina excedena la capacidad del higado para eliminarla y esto llevaria a 

una manifestaciôn clinica de la PPE (Gouya y cols., 2004). Gouya y colaboradores 

describieron en 1996 la existencia de un alelo de baja expresiôn que, jun to  con el 

alelo mutado en trans, séria responsable de la manifestaciôn clinica de la 

enfermedad. Este alelo funcionaria mas como un facto r desencadenante que como 

un alelo deletéreo.

Ademas de los cambios genéticos, los cambios epigenéticos taies como la 

metilaciôn de islas CpG participan en la regulaciôn del silenciamiento de genes. La 

herencia epigenética del alelo de la ferroquelatasa normal metilado con baja 

expresiôn influirfa también en la distinta penetrancia de la PPE. El estado de 

hipermetilaciôn del promoter del gen de la ferroquelatasa indica la progresiôn de la 

PPE y podria ayudar a la determinaciôn de un pronôstico (Onaga y cols., 2004).
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2. E A lteraciones hematolôgicas en la PPE

La PPE eu rsa ocasionalmente con anemia leve con hipocromia y microcitosis 

o anemia leve con reticulocitosis. Sin embargo, en la mayona de los casos no hay 

hemôlisis o esta es muy leve. Tampoco suele haber eritropoyesis dahada o 

metabolismo del hierro anormal, aunque el agotamiento de las réservas de hierro 

puede ser comùn, incluso en la ausencia de anemia (Turnbull y cols., 1973). Por 

otro lado, se ha observado acumulaciôn de hierro en eritroblastos y en 

sideroblastos (Rademakers y cols., 1993).

Los reticulocitos de la médula ôsea son la principal fuente de protoporfirina 

en exceso que se acumula en la PPE y que se excreta a través de la bills y las heces 

(Brun y cols., 1996). Algunas veces el higado puede ser una fuente de exceso de 

protoporfirina, pero no ha sido posible medir su contribuciôn exacta (Nicholson y 

cols., 1973).

2. F Potosenslbilidad en la PPE

La fotosensibilidad cutanea puede estar présente desde los primeros ahos 

de la vida y es causada por la capacidad de fotoexcitaciôn de la protoporfirina hasta 

un estado de trip lete asociado cuando se expone a la luz solar, lo que favorece la 

formaciôn de radicales libres de oxigeno que reaccionan con lipidos y proteinas de 

la membrana celular, determinando la pérdida de sus propiedades fisico-quimicas y 

la muerte celular. CImicamente, la fotosensibilidad se manifiesta tras unos pocos 

minutes de exposiciôn a la luz solar por el desarrollo de areas de eritema, con 

prurito, quemazôn o dolor, y edema, siendo raro el desarrollo de vesiculas. En 

areas repetidamente expuestas a la luz con el tiempo puede desarrollarse 

engrosamiento, especialmente sobre los nudillos, y liquenificaciôn de la piel. En 

ocasiones aparecen surcos labiales y lesiones cicatrizantes en la regiôn malar. Las 

manifestaciones tardias implican cambios pigmenta rios con un incremento 

generalizado de la pigmentaciôn (Schmidt y cols., 1974; Bopp y cols., 1980; Eales, 

1980).
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Figura 10. Ejempio de lesiones cutaneas agudas y crônicas en pacientes con PPE.

2. F .l Tratamiento de la fotosensibilidad

Para disminuir la fotosensibilidad asociada a esta enfermedad se debe evitar 

la exposiciôn a la luz visible. La mayoria de los fotoprotectores comerciales no son 

utiles. Actualmente, el tratam iento para la PPE consiste en la prevenciôn o 

disminuclôn de la fotosensibilidad a través de la Ingesta de (3-caroteno. Sin 

embargo, este tratam iento no es efectivo en aproximadamente el 20% de los 

pacientes (Mathews-Roth y cols., 1977).

2. G Enfermedad hepética en la PPE

Las complicaciones hepatobiliares son una caracteristica particular de esta 

porfiria, pero sôlo aparecen en un numéro limitado de pacientes. La mayoria de los 

pacientes con PPE tiene una funciôn hepatica normal y el contenido en 

protoporfirina del higado también suele ser normal. Ünicamente el 20% de los 

pacientes presentan anormalidades leves en los examenes de funciôn hepatica y en 

torno al 5-10% de los pacientes desarrollan una enfermedad hepatica grave como 

consecuencia de la progresiva acumulaciôn hepatica de protoporfirina (Libbrecht y 

cols., 2003).

La enfermedad hepatica aparece comunmente después de los 30 ahos de 

edad, aunque se puede observer en edades mas tempranas. La presencia 

simultanée de algunos factures como hepatitis viral, abuso de alcohol, deficiencia 

de hierro, ayuno o anticonceptivos orales pueden alterar la funciôn hepatica o el
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metabolismo del hemo y contribuir a la enfermedad hepatica en algunos pacientes 

con PPE (Bonkovsky y Schned, 1986; Poh-Fitzpatrick y cols., 1986).

Inicialmente, el depôsito de protoporfirina se debe a una sintesis o 

producciôn elevadas mas que a una perturbacion de su excreciôn biliar. Con el paso 

de los ahos, la protoporfirina se almacena como inclusiones cristalinas visibles en 

microscopia ôptica, acelerando la lesiôn hepatocelular; la obstrucciôn de los 

conductos biliares de pequeho tamaho produce colestasis, lo que puede traducirse 

en el rapido desarrollo de una cirrosis hepatica con apariciôn de hipertensiôn portai, 

ictericia e insuficiencia hepatica; en estos casos es necesario realizar trasplante 

hepético (Libbrecht y cols., 2003). Aunque el desarrollo de ictericia ma rca 

habitualmente un punto de inflexiôn en la historia de la hepatopatia, ya que a partir 

de ese momento el paciente tiene una expectativa media de vida no superior a los 

très meses y medio, el perîodo de tiempo entre el diagnôstico de protoporfiria y el 

desarrollo de cirrosis hepatica puede abarcar varios ahos. Clinicamente, la 

hepatopatia es habitualmente silente, incluso en la fa se de cirrosis hepatica 

establecida.

Los problemas hepaticos que amenazan la vida en la PPE estan precedidos 

de forma caracteristica por concentraciones elevadas de protoporfirina en 

eritrocitos y plasma, examenes de funciôn hepatica anormales, depôsitos de 

protoporfirina en las células hepaticas y en los canaliculos biliares, colestasis y una 

fotosensibilidad incrementada (Rank y cols., 1993). La enfermedad puede entrar en 

una fa se fulm inante, donde el empeoramiento de la colestasis conduce a una 

acumulaciôn de protoporfirina que en condiciones normales se excretaria a través 

del sistema biliar. Una concentraciôn elevada de protoporfirina en sangre esta 

asociada con un incremento de la hemôlisis, agrandamiento del bazo y una carga 

elevada de protoporfirina que, por si misma, agrava la enfermedad hepatica: se 

establece un ciclo vicioso y la enfermedad avanza (Poison y cols., 1988).

La enfermedad hepatica en su ultimo estadio de progresiôn puede estar 

acompahada por neuropatfa motora severa, con caracteristicas que recuerdan a las 

vistas en las porfirias agudas (Rank y cols., 1993); en este momento el pronôstico 

es muy lim itado y la principal soluciôn es un trasplante de higado (Poison y cols., 

1988).
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PROGRESIÔN DE LA ENFERMEDAD HEPATICA
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Figura 11. Esquema de la progresiôn de la enferm edad hepatica en la PPE.

Investigaciones recientes han encontrado que, aunque las mutaciones 

especificas no podnan explicar el fenotipo grave por si mismas, los pacientes con 

PPE con disfunciôn hepatica grave y que precisan un trasplante hepàtico son 

portadores de una mutaciôn de alelo nulo que résulta en la formaciôn de una 

proteina truncada (Chen y cols., 2002). Puesto que no existe una relaciôn clara 

entre el defecto genético y la acumulaciôn de protoporfirina, la actividad enzimatica 

residual o la severidad de la enfermedad, parece claro que existen otros factures 

que contribuyen a la expresiôn variable de la enfermedad (Gouya y cols., 2004), 

como se ha indicado previamente en el apartado de genétlca molecular.
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2 . G .l Papel de la protoporfirina en la enfermedad hepatica

En biopsias de higado de pacientes con PPE con fallo hepàtico se observa 

protoporfirina depositada en los hepatocitos, macrôfagos, canaliculos biliares y los 

conductos biliares pequehos (Libbrecht y cols., 2003). En los casos mas graves se 

observa cirrosis con depôsitos de protoporfirina y de pigmentos biliares.

La protoporfirina es una molécula hidrofôbica que se excreta 

fundamentalmente a través del sistema biliar y es dudoso que exista circulaciôn 

enterohepética de la misma. Su solubilidad en la bilis es cntica y podna explicar la 

apariciôn de frecuentes calcules biliares en pacientes con PPE (De Léo y cols., 

1976; Goerz y cols., 1976). La patogénesis de la enfermedad hepatica en la PPE no 

esta Clara, pero una hipôtesis sugiere que el daho hepàtico es causado por el efecto 

tôxico de la protoporfirina en la estructura y en la funciôn del higado al obstruir los 

canaliculos biliares (Avner y cols., 1981; Morton y cols., 1988).

2. G. 2 Marcadores tumorales, citoquinas y enfermedad hepatica

A pesar de que no se ha descrito una elevada prevalencia de 

hepatocarcinoma en pacientes con PPE, las alteraciones en el metabolismo del 

hemo favorecen la transformaciôn neoplasica en el higado humano (Fracanzaii y 

cols., 2001). La hepatocarcinogénesis en ratones protoporfiricos es un proceso a 

largo plazo que sôlo Neva al desarrollo de hepatocarcinoma en una edad avanzada, 

po ' lo que es posible que los pacientes con daho hepàtico avanzado reciban un 

trasplante de higado antes de que se desarrolle un hepatoma detectable (Libbrecht 

y  cols., 2003).

La detecciôn y cuantificaciôn de los marcadores tumorales circulantes, 

producidos por las células tumorales o liberadas por el huésped, puede a porta r 

informaclôn util, que contribuye a establecer el diagnôstico, estadio y el pronôstico 

de determinados tumores; aunque ninguno de ellos, por si mismo, puede utilizarse 

como diagnôstico definitivo en ausencia de una prueba histolôgica.

La alfafetoproteina (AFP) es una glucoproteina sintetizada en el higado, saco 

vitelino y tracto gastrointestinal fetales, que se aciara rapidamente de la sargre 

poco después del nacimiento. Como marcador tumoral es util en pacientes
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diagnosticados de tumores de células germinales de origen testicular, extragonadal 

y ovarico, asi como en el hepatocarcinoma. En este ultimo caso la AFP se eleva en 

un 70-80%  de los casos y los va lores elevados se asocian con mayor extension 

tumoral. Es el ünico marcador serolôgico ampliamente utilizado para el diagnôstico 

del carcinoma hepatocelular; sin embargo, la sensibilldad de este marcador es 

lim itada (41-65% ) y para realizar un diagnôstico se requiere medir mas de un 

marcador (Filmus y Capurro, 2004).

CA19.9 es una glucoproteina mucinosa présente en la superficie celular que 

aparece elevada con mayor frecuencia en el cancer de pancreas. Su sensibilldad es 

pequeha en tumores de escaso tamaho. Se ha descrito su utilidad para détecta r 

colangiocarcinoma (Tangkijvanich y cols., 2004)

El higado es el ôrgano central de la actividad de las citoquinas debido a que 

los hepatocitos son altamente susceptibles a su actividad en una serie de procesos 

fisiolôgicos y patofisiolôgicos, ya que tienen varios receptores para ellas (Ramadori 

y Armbrust, 2001). Ademas, las células no parenquimatosas del higado, 

particularmente las células de Kupffer, macrôfagos residentes en el higado, 

sintetizan varias citoquinas que pueden actuar sistémicamente sobre cualquier otro 

ôrgano del cuerpo o de forma paracrina sobre los hepatocitos y otras células 

hepaticas no parenquimatosas. Entre ellas se encuentran citoquinas pro- 

inflamatorias como por ejempio el factor de necrosis tumoral (TNF-o), citoquina 

multifuncional esencial para la regeneraciôn normal del higado; aumenta la sintesis 

de ADN y prépara a los hepatocitos para responder a factores de crecimiento como 

el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) (Ramadori y Armbrust, 2001). HGF es 

una citoquina pleiotrôpica con un fuerte efecto estimulador de la sintesis de ADN en 

los hepatocitos in vitro y en algunos experimentos se comporta como agente anti- 

fibrôtico.

2. G.3 Cadena respiratoria mitocondrial y enfermedad hepatica en la
PPE

Las mitocondrias son orgànulos subcelulares donde ocurren diverses 

reacciones oxidativas, incluyendo la p-oxidaciôn de acidos grasos, la 

descarboxilaciôn oxidativa de piruvato por el complejo de la piruvato 

deshidrogenasa y la oxidaciôn de acetil-CoA por el ciclo de los acidos tricarboxilicos, 

para obtener energia. Este proceso se realiza a través de una serie de enzimas

59



2. Protoporfiria eritropoyética Introducciôn

conocidas como cadena respiratoria mitocondrial. En las reacciones oxidativas se 

geieran cofactores reducidos, como las formas reducidas de FADH2 y NADH, cuya 

re-oxidaciôn se acopla a la formaciôn de ATP en ia cadena respiratoria mitocondrial; 

todo este proceso se denomina fosforilaciôn oxidativa.

Todas las células nucleadas requieren hemo para la actividad funcionai de 

ios citocromos de ia cadena respiratoria mitocondrial. La cadena respiratoria 

mizocondrial esta com pu esta por cinco complejos multiméricos; la energia liberada 

en este sistema es en parte utiiizada por ios compiejos I, I I I  y IV para generar un 

g radiante electroquimico que esta acopiado a la sintesis de ATP a través de la ATP 

sirtasa. Debido a que ei hemo es un grupo prostético fundamentai para ios 

citDcromos mitocondriaies, ias anomaiias en ia ruta sintética dei hemo causadas por 

una deficiencia en la ferroquelatasa, como ocurre en la PPE, pueden modificar la 

actividad de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial.

Vijayasarathy observé que cuando inyectaba un inhibidor de la sintesis del 

hemo en ratones sanos, se apreciaba una disminuclôn de ias actividades dei 

complejo IV de ia cadena respiratoria mitocondrial en higado y cerebro 

(Vjayasarathy y cois., 1999). Existen trabajos en los que se ha descrito una 

asociaciôn entre ia acumulaciôn de protoporfirina y ios requerimientos 

intraceiulares de ATP y las actividades enzimàticas de ia cadena respiratoria 

mizocondriai en ei higado, de forma que un incremento en ia actividad de ia cadena 

respiratoria mitocondrial podna dar cierto grado de protecciôn contra el daho 

hepàtico en ratones con protoporfiria eritropoyética (Navarro y cois., 2005).
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Figura 12. Com plejo IV  de la cadena respiratoria m itocondrial.
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2. G.4 Tratamiento de la enfermedad hepatica en ia PPE

Para evitar la presunta recirculaciôn enterohepética de la protoporfirina 

pueden emplearse colestiramina o carbon activado asi como acido ursodesoxicolico 

(AUCD) para facilitar la secreciôn biliar (Bloomer y cols., 1975; McCullough y cols., 

1988; Rademakers y cols., 1990). En pacientes con cirrosis hepatica establecida, 

con o sin failo hepàtico, ei ünico tratam iento efectivo es ei trasplante hepàtico. En 

pacientes con falio hepàtico avanzado en iista de espera para el trasplante 

hepàtico, la infusion de arginato-hemo o hematina para reducir ia producciôn de 

protoporfirina y sus precursores en células eritroides inmaduras, o bien ia 

realizaciôn de plasmaféresis para elim inar la protoporfirina libre, pueden mejorar, 

aunque de modo temporal y limitado, ia situaciôn générai del paciente (Gardner y 

cois., 1991; Smith y Cox, 1997).

Es importante resaltar que ei traspiante hepético no supone un tratam iento 

curativo, ya que ia principal fuente de protoporfirina es ei eritrôn (Mathews-Roth, 

1996), siendo responsable de la récidiva de la enfermedad en el nuevo higado y, 

por lo tanto, un tratam iento definitivo implicada también ei traspiante de méduia 

ôsea 0, en ùitimo extremo, la terapia génica dirigida a ias céiuias madré 

eritropoyéticas. Existen varios casos de trasplante alogénico de médula ôsea para 

tra ta r leucemia en un paciente con PPE (Poh-Fitzpatrick y cois., 2002), como 

terapia para revertir ia colestasis (Wahlin y cois., 2007) o en combinaciôn con un 

trasplante hepético (Rand y cols., 2006). En los très casos tras la intervenciôn se 

observé una compléta remisiôn del fenotipo protoporfirico.

Otras opciones terapéuticas, taies como ei empieo de férmacos con 

capacidad supresora de ia médula ôsea, como la hidroxiurea, o bien ia terapia 

génica dirigida a ia correcciôn dei déficit enzimético, podria n représenta r un medio 

de retard a r la progresiôn de la enfermedad en el higado donante o de curaciôn de 

la enfermedad, respectivamente.
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Hasta el momento se han descrito varios modelos animales de PPE. Se ha 

caracterizado una deficiencia de ia ferroquelatasa en terneros; los animales 

afectados desarrollan lesiones cutaneas tras ia exposiciôn ai sol y presentan unas 

concentraciones de protoporfirina en eritrocitos y heces superiores a las descritas 

en pacientes pero, a diferencia de ios humanos, no desarrollan anemia ni 

enfermedad hepatobiiiar. La actividad de la ferroquelatasa esta disminuida hasta un 

50% en ei higado de ios animales portadores mientras que ios arimales 

protoporfiricos sôlo tienen un 10% de la actividad normal en higado, rihôn, 

corazôn, bazo, puimones y méduia. La protoporfiria bovina se transmite de forma 

autosômica recesiva (Ruth y cois., 1977).

Chiids y colaboradores describieron en ei aho 2000 un fenotipo mutante en 

el pez cebra con hemôlisis y enfermedad hepatica dependientes de iuz, similar al 

observado en pacientes con PPE. Los embriones mutantes homocigotos dre (m248) 

presentaban una transversiôn G>T en un sitio donor de procesamiento de los 

intrones en el gen de la ferroquelatasa, creando un codôn de termnaciôn 

prematuro (Childs y cols., 2000).

De Matteis y Gibbs evidenciaron en 1975 la capacidad de la griseofluvha y la 

isogriseofluvina para inhib ir la ferroquelatasa (De Matteis y cols., 1975). Con estos 

antifüngicos puede inducirse un fenotipo porfirico en ratones, de forma qœ este 

modelo inducido de porfiria ha sido objeto de varios estudios debido a que la 

concentraciôn de protoporfirina eritrocitaria es comparable a la humana (Nakao y
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cols., 1967). Sin embargo, a diferencia de io que ocurre en humanos, ia 

protoporfirina acumuiada tiene un origen hepàtico y no eritroide.

Recientemente, Magness y colaboradores han desarroliado un nuevo modeio 

de PPE caracterizado por una deieciôn en el exôn 10 de la ferroquelatasa (Magness 

y cols., 2002) y représenta el primer modeio murino de herencia dominante de esta 

enfermedad. La mutaciôn es letai en homocigosis, de manera que el estudio de la 

patologia sôlo se puede ilevar a cabo en el animal heterocigoto. Este présenta una 

actividad de la ferroquelatasa del 37% con respecto a la normal y desarrolla 

sensibilldad cutanea pero no desarrolla alteraciones hepaticas.

3. A Descripciôn del modeio murino de PPE
'as

En 1991 Tutois y colaboradores describieron una deficiencia en la 

ferroquelatasa de ratôn tras mutagenesis quimica con etiinitrosourea (Tutois y 

cols., 1991). La mutaciôn observada tras ia mutagenesis, M98K, se nombrô 

"ferrocheiatase deficiency" (fch ) y producia una pronunciada disminuclôn especifica 

de la actividad enzimatica residual de la ferroquelatasa, que es aproximadamente el 

50% de la normal en heterocigotos y de 2.7% a 6.3% en homocigotos. Fue ei 

primer modelo genético en ratôn de la PPE humana, donde la patoiogia se trasm itia 

de forma autosômica recesiva y existia una disfunciôn hepatica grave (Tutois y 

cols., 1991).

Los ratones fch /fch  exhiben un incremento pronunciado de ias 

concentraciones de protoporfirina en eritrocitos, plasma, higado y heces; también 

presentan anemia hemoiitica, con un aumento en ei recuento de reticulocitos y 

fotosensibilidad, que se manifiesta en lesiones inflamatorias en las orejas y en la 

zona dorsal que frecuentemente derivan en ulcéras.

Asimismo, presentan disfunciôn hepatica grave, incluyendo fibrosis biliar e 

hiperplasia regenerativa con un marcado incremento en ias concentraciones de 

bilirrubina conjugada, fosfatasa aicaiina, aspartato amino-transferasa (AST) y 

alanino amino-transferasa (ALT), con ictericia desde los primeros dias de vida, que 

mimetizan ias caracteristicas bioquimicas encontradas en ias formas mas graves de 

la PPE humana (Tutois y cois., 1991). Aigunas areas hepaticas estan infiltradas por 

células mononucleares.
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Se observan depôsitos de protoporfirina en hepatocitos, canalicuios biiiares, 

macrôfagos (iobuiares y portaies) y en ei iumen de los conductos biliares pequehos, 

que ocasionan daho hepatoceiuiar. Existe una correlaciôn entre la cantidad de estos 

depôsitos y ia pérdida de funcionaiidad en ios lôbuios hepaticos, ya que ios 

depôsitos de protoporfirina, al obstruir y dahar una parte de ios conductos biliares, 

provocan la propia retenciôn de la protoporfirina en el parénquima (Libbrecht y 

cols., 2003).

Ei desarrollo de ia enfermedad hepatica esta asociado con la formaciôn de 

biiis con una alta concentraciôn de protoporfirina y sales biliares y una 

concentraciôn reiativamente pequeha de iipidos (colesterol y fosfolipidos) y 

giuzation, io que podria causar citotoxicidad en ei epitelio biliar. Esta toxicidad daha 

ios coiangiocitos y obstruye los conductos biliares pequehos, conduciendo a una 

posterior proliferaciôn de las células de los conductos biliares que puede progresar 

a cirrosis biliar. Los cambios en ia composiciôn biliar en general son un factor 

importante en la iniciaciôn de ia enfermedad hepatica biliar. Ademas, ias diferencias 

entre individuos en ei proceso de formaciôn de la bilis, por ejempio en procesos que 

regjian ei metabolismo de las sales biliares o ia secreciôn de lipidos biiiares, 

pocnan contribuir a ia variabiiidad en la manifestaciôn de ia enfermedad hepatica 

reiccionada con PPE (Meerman y cois., 1999).

Abitboi y colaboradores han desarroliado y caracterizado cepas congénitas 

en los fondos genéticos BALBC/cByJCri, C57BL/6JCri y SJL/JOrICri para estudiar 

cômo cada fondo genético modifica ios para metros hematoiôgicos y ios fenotipos 

hepatobiliares de la mutaciôn fch /fch . En este estudio se demuestra que existe un 

control genético independiente para la acumulaciôn de protoporfirina en glôbuios 

rojos, para el aciaramiento de la protoporfirina y su acumulaciôn por ei higado 

(Abitboi y cols., 2005).
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4. A Antecedentes de te rap ia  caiu lar y te rap ia  génica 
en ei medeie m arine de PPE

Hasta hace unos meses el ratôn fch /fch  era el ünico modeio murino 

disponible de porfirias eritropoyéticas y en él se han ensayado diverses protocoles 

de terapia génica en células de médula ôsea con vectores retroviral es para corregir 

la enfermedad. Dado que no existe una ventaja seiectiva de ias céiuias madré 

hematopoyéticas corregidas genéticamente, es imprescindibie realizar una pre- 

seiecciôn de ias céiuias transducidas: en un caso se seieccionaron en base a ia 

fluorescencia de la proteina verde fluorescente (E-GFP) (Pawliuk y cols., 1999) y en 

otros casos se seieccionaron por ia pérdida de fluorescencia caracteristica de ias 

porfirinas en ias céiuias corregidas (Fontaneilas y cols., 2001). Posteriormente, ia 

transferencia génica con vectores lentiviraies, mas eficientes, permitiô la 

transducciôn de un nümero suficiente de células madré hematopoyéticas, io que 

obviaba el uso de un sistema de selecciôn de células transducidas (Richard y cols., 

2001). En estos estudios se obtuvo una correcciôn a largo piazo de ia 

fotosensibilidad en ios ratones PPE y de ia actividad de ia ferroquelatasa en ia iinea 

eritroide pero, aunque ias concentraciones de protoporfirina disminuyeron en 

eritrocitos e higado, no se consiguiô una mejona de la enfermedad hepatica.

También se ha ensayado en ei modeio murino de PPE un protocole de 

terapia ceiuiar tras el que se comprobô que, cuando el trasplante de médula ôsea 

se realizaba en ratones muy jôvenes, no sôlo se corregia la fotosensibilidad y se 

normaiizaban las tasas de protoporfirina, sino que también se prevenia ia apariciôn 

de las complicaciones hepatobiliares derivadas de la enfermedad (Fontaneilas y 

cols., 2000).
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En un trabajo reciente Pawliuk y colaboradores demuestran que la 

protoporfirina producida por la médula ôsea no es suficiente para causar la 

enfermedad hepatica grave caracteristica dei modelo animal (Pawliuk y cols., 

2005). Sin embargo, no parece ocurrir asi en humanos, en los que existe un caso 

de PPE asociada a sindrome mielodisplasico en el que se ha descrito enfermedad 

hepatica asociada a la sobreproducciôn de protoporfirina de origen exclusivamente 

medular, ya que la PPE era consecuencia de la expansiôn de un don de células 

hematopoyéticas en la médula ôsea en el que estaba delecionado un alelo de la 

ferroquelatasa (Goodwin y cols., 2006).

De cualquier modo, aun no se han comprendido compléta mente los 

mecanismos por los que la protoporfirina derivada de ias células eritroides o del 

higado contribuye a la fotosensibilidad y a la enfermedad hepatica respectivamente.

4. B Terapia caiu lar da la médula éaea an al madalo 
marina da PPE

E! trasplante de médula ôsea constituye en si mismo un tratamiento 

estabiecido para determinadas enfermedades hematoiôgicas. En ia PPE, donde el 

defecto principal reside en la acumulaciôn de porfirinas en médula ôsea, cabe 

espera r que dicho traspiante mejore al menos la fotosensibilidad debids a dicha 

acumuiaciôn. Sin embargo, existe ia posibiiidad de que al realizar una terepia de la 

médula ôsea se pudiera m ejorar la condiciôn del otro ôrgano dahado, el higado. 

Esta mejona del higado no se debena ünicamente a ia disminuciôn en el a porte de 

prDtoporfirina desde la médula ôsea a la bilis para ser eiiminada, sino al a porte que 

las células madré de médula ôsea pudieran tener en la regeneraciôn del ôrgano.

Actualmente el trasplante de higado es una de las terapias mas efectivas 

para las enfermedades hepaticas avanzadas, no obstante, el trasplante présenta 

problemas como la escasez de donantes, morbimortalidad quirürgica, el rechazo y 

el alto coste. Una alternativa al trasplante de ôrgano séria la terapia celular con 

trasplante de hepatocitos, procedimiento mfnimamente invasivo con menor nümero 

de complicaciones potenciales; sin embargo, en raras ocasiones ha producido un 

efecto terapéutico en ensayos clinicos (Fox y cois., 1998; Muraca y cois., 2002).
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En los ültimos ahos se estan reaiizando numerosos estudios en ei campo de 

la plasticidad de las células madré y su posible aplicaciôn a la medicina 

regenerativa para restaurar la funcionaiidad de los ôrganos dahados. Debido a las 

limitaciones indicadas anteriormente, empiezan a considerarse otras células como 

fuente de regeneraciôn hepatica, como las células de médula ôsea, ya que se ha 

observado su capacidad para diferenciarse en céiuias hepaticas, tanto in vitro  como 

in vivo (Aiison y cols., 2000; Theise y cols., 2000; Lagasse y cols., 2000).

Las células madré hematopoyéticas son ias céiuias madré mejor 

caracterizadas; su conocimiento ha permitido obtener injerto terapéutico en 

enfermedades hematolôgicas y por eiio constituyen una g ran pro mesa para ias 

hemogiobinopatias y otras enfermedades genéticas cuyo fenotipo puede ser 

corregido en sangre o endotelio (Fang y cols., 2004).

La frecuencia de las células madré hematopoyéticas en la médula ôsea es de 

1 cada IO"* ô 10  ̂ y se ha sugerido que, junto  con los hepatocitos y ias céiuias 

madré hepaticas endôgenas, son una fuente im portante de reclutamiento para la 

regeneraciôn hepatica (Seo y cois., 2005).

Se ha obtenido una g ran variabiiidad de resuitados en ios estudios 

reaiizados, que se debe en g ran medida a las caracteristicas dei modelo utilizado 

para el trasplante. Existen diverses variables que mo'difican las tasas de plasticidad 

celular: ia naturaleza y extensiôn dei daho en ei te jido , el nümero de lesiones, la 

creaciôn de quimerismo con irradiaciôn inicial del receptor, la movilizaciôn previa de 

la méduia ôsea traspiantada y ei fenotipo o estado funcional de las células 

infundidas (Quesenberry y cols., 2005).

Una compiicaciôn que surge en la interpretaciôn de estos trabajos es la 

diferenciaciôn de las células madré problema en otros tipos celulares que no son los 

deseados. Existen estudios en pacientes que recibieron un trasplante de médula 

ôsea en los que las células trasplantadas se in jertaron en el higado inflamado y 

contribuyeron a cicatrizarlo y a la formaciôn de cirrosis (Forbes y cols., 2004). 

También se ha descrito una contribuciôn de miofi brobiastos procédantes de la 

médula ôsea a la formaciôn de tumores estromaies (Direkze y cois., 2004). En 

otros casos se ha visto que ia activaciôn de ias céiullas estreiiadas hepaticas como 

consecuencia dei traspiante de hepatocitos contribuye ai in jerto de ias céiuias 

trasplantadas (Benten y cols., 2005).
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Objetivos

El modelo murino de protoporfirina eritropoyética utiiizado para este estudio 

présenta disfunciôn hepatica grave debida a ia excesiva acumuiaciôn de 

protoporfirina de origen fundamentalmente eritroide. La hepatopatia observada en 

estos animales incluye fibrosis portal y periportal, acumulaciôn de protoporfirina en 

el parénquima hepàtico y conductos biiiares, lisis de hepatocitos e hiperpiasia 

regenerativa de las células del parénquima hepético. El trasplante de médula ôsea 

de un ratôn sano en este modelo murino reduce drésticamente la producciôn de 

protoporfirina eritroide, revierte parcialmente su acumuiaciôn en ei higado y 

permite iniciar el proceso de regeneraciôn hepética.

Dado que ias céiuias madré de la médula ôsea pueden ser reclutadas por el 

higado y contribuir a la regeneraciôn hepética con células sanas, nos planteamos la 

siguiente hipôtesis nuia:

Ho: no existe reclutam iento de células m adré de médula ôsea 

desde el higado en condiciones de regeneraciôn activa en los 

ratones con PPE después de recibir un trasplante de médula 

ôsea sana.

Con el fin de resoiver esta hipôtesis nos pianteamos los siguientes objetivos en este 

trabajo:

1. Ensayar un protocoio de terapia ceiuiar mediante trasplante de médula ôsea 

de ratones control en ratones fch /fch . Tras el trasplante, un grupo de 

animales se ré tratado con G-CSF para incrementar el numéro de células 

madré hematopoyéticas en la circulaciôn sangumea.

2. Analizar la capacidad de reclutamiento de céiuias madré de méduia ôsea 

desde ei higado de ios animales fch /fch  y la posible diferenciaciôn de estas 

céiuias madré de médula ôsea en céiuias con funcionaiidad hepética.

3. Estudiar ia eficacia dei traspiante de médula ôsea control en la prevenciôn y/o 

reversiôn de la enfermedad hepética en el modelo murino fch /fch  a medio (3 

meses post-trasplante) y largo plazo (9 meses post-trasplante).
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Materiales y Métodos

ANIMALES 1

1. A Cria de ratones

Los ratones Fech'^^''^VFech'^^^^® del fondo genético BALB/CJ estan 

comercializados por el Laboratorio Jackson (numéro de stock: 002662, nombre de 

la cepa: BALB/c-Fec/i"’ '̂^^VJ, Bar Harbor, ME). Se estableciô una colonia en el 

animalarlo del Centro de Investigaciôn del Hospital Universitario 12 de Octobre de 

Madrid.

El mantenimiento de los ratones se realizô en condiciones libres de 

patôgenos con administraciôn a d  lib itu m  de agua y bebida esterilizadas y ciclos de 

luz/oscuridad de 12 horas.

Todos los animales de experimentaciôn fueron tratados de acuerdo a las 

Directivas Europeas (86/609/CEE, 90/67/CEE, 99/575/CEE) y al Real Decreto 

1201/2005 (B.O.E. del 21 de Octobre de 2005) sobre protecclôn de los animales 

otilizados para experimentaciôn y otros fines cientificos.

1. B Grupos expérim entales

Para este estodio se realizaron trasplantes de médola ôsea de ratones 

machos sanos (+ /+ )  en ratones hembra con PRE {fch /fch ). Tanto donantes como 

receptores tenian 2 meses de edad en el momento del trasplante.
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Se establecieron 4 grupos de animales:

Grupo TC l (grupo control). Trasplante de médula ôsea de ratones machos sanos 

(+ /+ )  en hembras sanas (+ /+ )  (n=7). Los animales receptores se sacrificaron a los 

5 meses de edad.

Grupo TC2. Trasplante de médula ôsea de ratones machos sanos (+ /+ )  en hembras 

con PPE {fch /fch ) (n=5). Sacrificio de los animales receptores a los 5 meses de 

edad.

Grupo TC3. Trasplante de médula ôsea de ratones machos sanos + /+  en hembras 

con PPE {fch /fch ) (n = 6) y tratam iento con factor estimulante de colonias de 

granulocitos (G-CSF). Los animales receptores se sacrificaron a los 5 meses de 

edad.

Grupo TC4. Trasplante de médula ôsea de ratones machos sanos + /+  en hembras 

protoporfiricas {fch /fch ) (n=7). Los animales receptores fueron sacrificados a los 11 

meses de edad.

12 scm anas p o s t-tra sp la n ta  
20 sam anas edad 
(5 )  (ntittsesedad)

MO

G-CSF

iienco de pa ràm etro s hepàticos y de te rm ina c iôn  de concen trac iôn de po rftrinas

Figura 13. Grupos expérim entales.
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También se establecieron 4 grupos de animales control, que no habian 

recibido ningûn tipo de tratam iento ni de trasplante:

Animales + /+  de 4 meses de edad (n = 6).

Animales fch /fch  de 4 meses de edad (n = 6).

Animales + /+  de 11 meses de edad (n = 6).

Animales fch /fch  de 11 meses de edad (n = 6).
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PROCESADO RE MUESTRAS 2

2.A Sacrific io  de animaies

Los animales fueron inducidos por anestesia con halotano al 5% y se 

mantuvieron posteriormente con el anestésico al 1% 6 2%. En el moments de la 

punciôn cardiaca los animales fueron sacrificados por exanguinaciôn.

2.1 Extracciôn de m uastras

2. B .l Sangre

Las muestras de sangre se obtuvieron a partir del seno retro-orbiterio del 

raton anestesiado con un capilar heparinizado en el caso de la toma de muestras 

para el seguimiento de los animales trasplantados y por punciôn cardiaca en el caso 

de los animales que iban a ser sacrificados en ese momento. Para se para r los 

eritrocitos y el plasma se centrifugô la sangre durante 5 minutes a 5000 r.p .n .

2. B.2 Células de médula ôsea

Las células de médula ôsea se obtuvieron a partir de fémur y tibia de los 

ratones por presiôn con 300 pl de tampôn salino fosfato y posterior aspiracôn con 

una aguja de calibre 21 G (Becton Dickinson, Fraga, Espana) para disgregar la
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2. Procesado de muestras Materiales y Métodos

médula ôsea. Se lisaron los glôbulos rojos con soluciôn de lisis (0,1 mM EDTA, 1 

mM KHCO3 y 0,17 M NH4CI) y se resuspendieron las células en medio Iscove con 

10% de suero.

2. B.3 Hfgado

Primeramente se realizô una hepatectomia parcial del lôbulo lateral Izquierdo 

por ligadura en bloque de arterla y vena con una seda de 3/0. Este lôbulo se dividlô 

en varios fragmentes, cada uno de los cuales se procesô de manera diferente:

Para hacer el estudio histolôgico, hibrldaciôn in s itu  con sondas 

fluorescentes e inmunohistoquimica del higado, se lavô un fragmente 

en PBS IX  frio (1,37 mM NaCI, 0,25 mM KCI, 0,43 mM Na2HP04, 0,14 

mM KH2PO4), se fijô  en formalina 4% y se incluyô en un bloque de 

parafina.

Para realizar la hibrldaciôn in situ  con sondas fluorescentes del higado 

se embebiô un fragmente en Tissue-Tek® (O.C.T.^"^ Compound. 

Sakura Finetek). Se conservô a -80°C  hasta su procesamiento.

Para el estudio de las actividades de la ferroquelatasa y del complejo 

IV de la cadena respiratoria mitocondrial y para determ inar las 

concentraciones de porfirinas y marcadores tumorales en higado se 

congelaron cuatro fragmentes en nitrôgeno liquide y se conservaron 

a -8OOC.
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MÊTOIOS 3

3. A Ganotipado de los ratones

Para realizar el genotipado de los ratones se extrajo el ADN genômico a 

partir de un fragmente de cola de raton. Se digiriô el tejido a 56° C en tampon de 

lisis con proteinasa K (250 mM NaCI, 50 mM Tris MCI pH=7,6, 5 mM EDTA, 1% 

SDS, 0,5 mg/m l proteinasa K) y se incubé 45 minutes con 20 pg/m l RNAsa a 37°C 

para elim inar el RNA.

Se separaron las proteinas con un volumen de fenokcloroform o:alcohol 

isoamilico (25:24:1) y se précipité el ADN con isopropanol. Se lavô el precipitado 

de ADN con etanol 70% y el ADN se resuspendiô en TE (10 mM Tris pH 8,0, 1 mM 

EDTA).

La concentraciôn de ADN se valorô por espectrofotometna, de acuerdo con 

la relaciôn 1 unidad de D.O. a 260 nm de ADN de doble hélice: 50 pg/ml.

El genotipo de los ratones se déterminé mediante la reacciôn en cadena de 

la polimerasa (PCR) del ADN genômico y el polimorfismo de los fragmentos de 

restricciôn (RFLPs) descrito por Boulechfar en 1993.

Los oligonucleôtidos utilizados son: sentido 5'-TAA ACA TGG GAG GCC CTG 

AAA C-3' y antisentido 5'-GAC ACT TCC CAT TCA AAA TA-3', que originan un 

fragmente de 96 pb.
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Las condiciones de PCR fueron: 4 minutos a 95°C; 30 ciclos de hibrldaciôn 

con 15 segundos a 94°C, 40 segundos a 55°C y 1 m inuto a 72°C cada ciclo; 

elongaciôn durante 1 m inuto a 72°C.

Para realizar el analisis de restricciôn se empleô la enzima BspH I (Pag I) 

(Fermentas), que reconoce la diana:

5 '.........T/CATGA......3'

3 '.........AGTAC/T......5'

El analisis se realizô en geles de agarosa al 4% en TBE (50 mM Tris base, 50 

mM H3BO3 2,5 mM EDTA). La mutaciôn produce un cambio en la secuencia de 

manera que la enzima no reconoce el sitio de restricciôn. De esta forma y segun el 

genotipo de los ratones podemos obtener:

o En los ratones control (+ /+ )  donde la enzima BSpH I corta con 

normalidad, un fragmento de 76 pb y otro de 20 pb.

o En los ratones heterocigotos (+ /- ) ,  el fragmento correspondiente 

al alelo mutado de 96 pb y los dos fragmentos résultantes de la 

digestiôn normal, 76 pb y 20 pb.

o En los ratones homocigotos para la mutaciôn {fch /fc h ) un unico 

fragmento de 96 pb.

3. B Trasplante de module ôsee

3. B .l Irradiaciôn de los animales receptores

Los animales que recibieron el trasplante de médula ôsea fueron irradiados 

previamente con 2 dosis de 4,75 Gy a 300 kV y 12,8 mA con una tasa de dosis de 

1,03 Gy/min en 2 dias consécutives con un equipo de rayos Philips MG324X 

(Philips, Hamburg, Alemania) en la Divisiôn de Hematopoyesis del C.I.E.M.A.T.
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3. B.2 Trasplante de médula ôsea

Se extrajeron las células de médula ôsea de fémures y tibias de los ratones 

machos donantes segûn el método descrito anteriormente. El trasplante se realizô 

inyectando 10^ células nucleadas de médula ôsea total en una vena lateral de la 

cola de los ratones receptores hembras con ayuda de un cepo inmovilizador.

3. B.3 Tratamientos

El grupo 3 recibiô un tratam iento con factor estimulante de colonias de 

granulocitos (G-CSF) para aumentar el numéro de células hematopoyéticas 

progenitoras circulantes. El tratam iento consistiô en la administraciôn subcutanea 

de 50 pg G-CSF/ ratôn (Neulasta, Amgen, Breda, Holanda) en PBS con 0,1% BSA 

(bovine sérum albumin) una vez por semana durante 3 semanas. Los ratones se 

sacrificaron 3 semanas después de la ultima inyecciôn.

3. C Bioquimica

3. C .l Determinaciôn de ias concentraciones de porfirinas

En sanore

La concentraciôn de protoporfirina en glôbulos rojos y plasma se valorô 

siguiendo el método descrito por Piomelli en 1977. Las porfirinas fueron medidas 

fluorimétricamente (Shimadzu RF-1501, Alemania) con una longitud de onda de 

excitaciôn de 407 nm y 595 nm de emisiôn tras una doble extracciôn: la primera 

con acetato de etilo/acido acético (4:1 , v /v ) y la segunda con acido clorhidrico 1,5 

N. La cuantificaciôn se llevô a cabo frente a un estandar de URO en MCI 1,5 N de 

concentraciôn conocida aplicando un factor de correcciôn.

En hioado

La fracciôn post-mitocondrial se obtuvo tras homogeneizar un fragmento de 

higado en KCI 1,15% y centrifuger a 12000 r.p.m. durante 20 minutos. A partir del 

sobrenadante se extrajeron las porfirinas con el solvente metanol/acido perclôrico 1
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M (1:1 , v /v ) y una centrifugaciôn posterior de 10 minutos a 12000 r.p.m 

(Grandchamp, 1980).

En este sobrenadante se realizô la cuantificaciôn de protoporfirina mediante 

fluorim etna (Shimadzu RF-1501, Alemania). Las muestras se midieron con una 

longitud de onda de excitaciôn de 407 nm y a un maximo de emisiôn de 605 nm, 

valoradas frente a un patrôn de URO en MCI 1,5 N. La concentraciôn de 

protoporfirina en higado se expresô como nmol/g de proteina.

3. C.2 Determinaciôn de paràmetros hematoiôgicos

Los paràmetros hematoiôgicos (eritrocitos, hemoglobina, hematocrito y 

volumen corpuscular medio) se determinaron mediante métodos estandarizados en 

un autoanalizador Technicon H-11 System.

La concentraciôn de porfirinas en glôbulos rojos fue referida a la cantidad de 

hemoglobina; en este caso la hemoglobina se determinô por espectrofotometna a 

540 nm utilizando el reactivo de Drabkins (Sigma Diagnostics) y como estandar 

hemoglobina de concentraciôn conocida.

3. C.3 Determinaciôn de paràmetros séricos de funciôn hepàtica

Los paràmetros bioquimicos del plasma (bilirrubina tota l, fosfatasa alcalina, 

aspartato transaminasa y alanina transaminasa) se determinaron mediante 

métodos estandarizados (Beckman Synchron CX7, Beckman Instruments, Brea, 

California) en el Laboratorio Central de Bioquimica del Hospital Universitario 12 de 

Octubre.

3. C.4 Determinaciôn de ia actividad enzimàtica de ia ferroquelatasa

La determinaciôn de la actividad enzimàtica de la ferroquelatasa en higado 

se realizô segun el método descrito por Camadro y Labbe en 1988, consistente en 

la medida fluorimétrica de la cantidad de protoporfirina-zinc formada tras la 

incubaciôn de homogenado de higado en presencia de zinc y protoporfirina.
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El tejido se homogeneizô en un homogeneizador manual de cristal con 250 

mM Tris-HCI pH=7,6 y 20% glicerol. Se centrifugô a 4°C, 11.000 r.p.m. durante 5 

minutos y se recogiô el sobrenadante.

El extra cto enzimatico se incubô en 100 mM Tris pH=7,6, 1 mM acido 

palmitico, 0,3 mg/m l Tween 80, 1% tritôn y en presencia de 1 pM protoporfirina y 5 

pM su If a to de zinc durante 1 hora a 3 7 °C  y  en oscuridad. La reacciôn se parô con 

DMSO:metanol (30:70), 5 mM EDTA .

La lectura fluorimétrica se realizô a una longitud de onda de excitaciôn de 

420 nm y de emisiôn de 587 nm en un espectrofluorimétro Shimadzu RF-1501 

(Alemania). Para estimar la concentraciôn del producto se utilizô un estandar de 

protoporfirina-zinc de concentraciôn conocida. La actividad se expresô en nmoles 

de protoporfirina-zinc formada por hora y por mg de proteina (U/mg).

3. C.5 Determinaciôn de ia actividad de ia citocromo C oxidasa

El higado se homogeneizô manualmente en tampôn 20 nM fosfato potasico 

pH 7,4. La valoraciôn de la actividad del complejo mitocondrial IV se llevô a cabo 

segun el método descrito por Rickwood y colaboradores en 1987. Se midiô la 

oxidaciôn del citocromo c reducido en tampôn 10 mM fosfato potasico pH 7,0 y 80 

pM citocromo reducido a una longitud de onda de 550 nm y 38°C. Se utilizô un 

espectrofotômetro DU-650 (Beckman Instruments, Palo Alto, CA, EEUU).

La actividad de la citrato sintasa (CS) se evaluô espectrofluorimétricamente 

con una longitud de onda de 420 nm en 75 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 pM DTNB, 350 

pg /m L acetil Co A, 0,5 mM oxalacetato y 0,1% tritôn X-100. La enzima CS de la 

matriz mitocondrial esta considerada un marcador del volumen mitocondrial, por lo 

que la actividad del complejo IV se refiriô a la actividad de la CS para corregir por 

el volumen mitocondrial (Zeviani y cols., 1991).
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3. C.6 Determinaciôn de ias concentraciones de marcadores

tumoraies en homogenados de higado

Los higados se homogeneizaron en PBS modificado con homogeneizadores 

de cristal manuales. Las concentraciones de CA19.9, TNF-a y HGF se determinaron 

mediante la técnica de ELISA validada para homogenados de tejidos. Los ensayos 

utilizados fueron C A 19 -9  rad io im m u n o assay  (FDI Fujirebio Diagnostics, Inc.) para 

CA19-9, Q uantikine®  M ouse TNF-a Im m u n o a ss ay  (R&D Systems) para TNF-a y 

Q uantik ine®  H um an H G F Im m u n o a ss ay  (R&D Systems) para HGF. La concentraciôn 

de AFP se determinô mediante radioinmunoanalisis (RIA) en el laboratorio de 

Medicina Nuclear del Hospital Universitario 12 de Octubre.

En todos los casos los resultados se refirieron a la cantidad de proteina en el 

homogeneizado.

3. C.7 Cuantificaciôn de proteinas

La concentraciôn de porfirinas, la actividad enzimàtica de la ferroquelatasa, 

la actividad del complejo IV de la cadena respiratoria mitocondrial y las 

concentraciones de marcadores tumorales en higado fueron referidas a la cantidad 

de proteina existante en el homogeneizado donde se realizô el ensayo.

La concentraciôn de proteinas en los homogeneizados se calculô mediante el 

método colorimétrico de Bradford (Bradford y cols., 1976). Para ello se utilizô el Bio- 

Rad Protein Assay  (BIO RAD) y albùmina de concentraciôn conocida como estàndar.

3. D HIstologla

Para el estudio histolôgico se fijaron los higados en formalina 4% y se 

incluyeron en bloques de parafina.

Se realizaron varias tinciones: una secciôn se tihô con hematoxilina-eosina 

para estudiar la estructura del tejido, se realizô una tinciôn tricrômica de Masson
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para localizar tejido conectivo (fibrosis) y una tinciôn de Péris para localizar posibles 

depôsitos de hierro.

Los cortes se analizaron en un microscopio Axiopian 2 Imaging (Zeiss).

3. D .l Inmunohistoquimica

Los marcajes con diversos anticuerpos para identificar los tipos celulares que 

observabamos en el higado se realizaron en cortes de 5 pm de higado incluido en 

parafina.

Los cortes se desparafinizaron mediante un precalentamiento a 70°C 

durante 10 minutos seguido de dos incubaciones de 10 minutos cada una en xileno 

a temperatura ambiente. Se hidrataron los cortes y se bloquearon durante 30 

minutos con una soluciôn de bloqueo consistente en 2% leche en PBS Ix . Las 

incubaciones se realizaron a 37°C durante 1 hora. Este protocole se siguiô con 

todos los anticuerpos excepte para el ma rca je  con anti-citoqueratina 19.

Tras sucesivos lavados en Ix  PBS a temperatura ambiente, se realizô una 

contratinciôn con DAPI y se montaron con Vectashield.

Para identificar el fenotipo de hepatocito se marcô con un anticuerpo 

primario policlonal anti-albûmina murina en oveja (Biogenesis Ltd., Reine Unido); 

como secundario se utilizô un anticuerpo anti-IgG de oveja en burro marcado con 

Alexa Fluor® 594 (Invitrogen. Molecular Probes Inc., Madrid, Espana). Las 

diluciones fueron 1:100 y 1:250, respectivamente.

Un anticuerpo monoclonal anti- a actina de müsculo lise ( a -  sm ooth  m uscle  

actin , a-sma) purificado de ratôn, don 1A4, conjugado con cianina 3 (Cy3) (Sigma; 

Saint Louis, Missouri, EEUU) sirviô para identificar miofibroblastos. La diluciôn de 

trabajo fue 1:100.

Para identificar células hematopoyéticas se utilizô un anticuerpo anti-CD45 

murino en rata (AbD Serotec, Bionova Cientifica S.L., Madrid, Espana); como 

secundario se utilizô un anticuerpo anti-IgG de rata desarrollado en conejo y 

conjugado con Cy3 (Sigma; Saint Louis, Missouri, EEUU). Las diluciones empleadas 

fueron 1:100 y 1:600, repectivamente.

86



3. Métodos Materiales y Métodos

Para identificar células ovales se utilizô un anticuerpo anti- citoqueratina 19 

murina policlonal desarrollado en conejo (Novus Biologicals, Bionova Cientifica S.L., 

Madrid, Espana); como secundario se utilizô un anticuerpo anti-IgG de conejo 

desarrollado en burro, conjugado con Alexa Fluor® 594 (Invitrogen. Molecular 

Probes Inc., Madrid, Espana). Las diluciones empleadas fueron 1:50 y 1:100, 

repectivamente y la incubaciôn en el caso del anticuerpo primario fue de 2 horas a 

37°C. En este ma rca je  se digiriô el tejido con 0,3% de pepsina en Tris lOmM 

durante 30 m inutos a 37°C antes de realizar el bloqueo. Se bloqueô con 2% de 

leche, 1% BSA y 0,05% Tween 20 en PBS Ix  durante 30 minutos a temperatura 

ambiente.

3. D.2 Hibridaciôn 'in s itu ' con sondas fiuorescentes

Hibridaciôn in situ  en células de médula ôsea

Las células de médula ôsea se prépara ron en PBS a una concentraciôn de 

150 000- 200 000 células/ ml. Se depositaron gotas de 100 pl aproximadamente en 

portas polilisinizados y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Se fijaron las células en metanol:acético (3 :1) durante 30 minutos a -20°C . 

Se deshidrataron en alcoholes a 4°C y se desnaturalizaron en formamida al 70% 

/2x  SSC durante 2 minutos a 65°C.

Se utilizô una sonda que reconocia el cromosoma Y murino marcada con 

isotiocianato de fluorescefna (FITC) (Cambio Ltd, UK). La sonda diluida 5 veces con 

tampôn de hibridaciôn se desnaturalizô durante 10 minutos a 65°C. Las muestras 

se incubaron preservadas de la luz entre 18 y 20 horas a 37°G en una camara 

hùmeda.

Se realizaron sucesivos lavados a 42°C: 3 lavados en formamida 5 0 % /lx  

SSC, 3 lavados en Ix  SSC y un lavado en 0,05% Tween 20/4x SSC.

Por ultimo, se realizô una contratinciôn con 4',6-Diam idino-2-phenyindole 

(DAPI) y se montô con Vectashield (Vector Laboratorios, Inc.).
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Hibridaciôn in s itu  en oreparaciones histolôaicas de higado

Cortes en criostato :

Los higados se procesaron en un criostato Leica Cm 1510-1 (Leica 

Microsystems, Alemania); se realizaron cortes de 5 pm y se colocaron en portas 

polilisinazados.

Primeramente se fijô el tejido durante 30 minutos en paraformaldehido al 

4% /2x PBS. Los cortes se desnaturalizaron en tiocianato sôdico 8% pH=7-7,5 a 

80°C durante 10 minutos. Se digirieron con 0,3% pepsina/ 10 mM HCI durante 15 

minutos a 37°C. Se neutralizô la pepsina en soluciôn de 0,2% glicina a temperatura 

ambiente y se fijaron los tejidos con 4% paraformaldehido/2x PBS durante 2 

minutos. Se deshidrataron con alcoholes y se secô el tejido a temperatura 

ambiente.

La sonda, especifica para cromosoma Y murino marcada con FITC, se diluyô 

10 veces con tampôn de hibridaciôn (Cambio Ltd, Reino Unido) y se desnaturalizô 

durante 5 minutos a 65°C. Una vez aplicada la sonda sobre los cortes histolôgicos 

se desnaturalizô de nuevo jun to  con el tejido durante 5 minutos a 65°C. Las 

muestras se incubaron preservadas de la luz durante 18-20 horas a 42°C en una 

camara hùmeda.

Se realizaron sucesivos lavados a 46°C: 3 lavados con 50% formamida/2x 

SSC, 3 lavados con 2x SSC y un lavado con 0,01% tween 20/4x SSC y otros 3 

lavados a temperatura ambiente en PBS. Se realizô una contratinciôn con DAPI y se 

montô con Vectashield.

Las secciones de hfgado cortadas con criostato e hibridadas con sondas 

fluorescentes se emplearon para realizar un primer conta je  de células de origen 

donante en hfgado.

Cortes en p a ra fin a :

También se utilizô la técnica de hibridaciôn in s itu  con sondas fluorescentes 

en secciones de hfgado en las que ya se habfa realizado marcajes con anticuerpos 

especfficos de distintos tipos celulares. En este caso se utilizaron muestras de
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higado incluido en parafina y la técnica FISH fue diferente a la realizada en cortes 

de higado congelados y procesados en criostato.

Los bloques de parafina que contenian el higado de los ratones se cortaron 

en secciones de 5 pm en el Servicio de Anatomia Patolôgica del Hospital 

Universitario 12 de Octubre.

Los cortes de higado, tras ser incubados con los anticuerpos especfficos 

respectivos y realizada la captura de imagenes, se incubaron en 2x SSC a 95°C 

durante 10 minutos. Se digirieron con 0,3%  de pepsina en Tris lOmM durante 30 

minutos a 37°C en camara hùmeda y se neutralize el pH acido de la pepsina en 

glicina 0 ,2% /2x PBS; ùnicamente en los cortes que habfan sido incubados con anti- 

citoqueratina 19 no se realizô la digestiôn con pepsina. Los cortes se deshidrataron 

y se incubaron con la sonda diluida 10 veces durante 10 minutos a 70°C. Se hibridô 

a 42°C durante 18-20 horas en camara hùmeda preservados de la luz.

Los lavados se realizaron de la misma manera que en los cortes de criostato. 

Se realizô una contratinciôn con DAPI y se monta ron con Vectashield.

Las secciones de hfgado embebidas en parafina e hibridadas con sondas 

fluorescentes se utilizaron para la colocalizaciôn de las células de origen donante 

con los marcadores especfficos de tipo celular.

3. D.3 Combinaciôn de inmunohistoquimica e hibridaciôn 'in s itu '
con sondas fiuorescentes

Para identificar a qué tipo celular pertenecfan las células cromosoma Y- 

positivas se realizaron conjuntamente en cortes de parafina los marcajes 

inmunohistoqufmicos y la hibridaciôn in s itu  con sonda fluorescente, para localizar 

cromosoma Y murino del donante, indicados anteriormente.

En primer lugar se realizô el ma rca je  con anticuerpos, se fotografiaron 

diversos campos de la preparaciôn e inmediatamente se desmontô y se realizô una 

hibridaciôn in s itu  conforme al protocole explicado anteriormente para cortes en 

parafina. Se localizaron los mismos campos, se fotografiaron y se fusionaron las 

imagenes.
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3. E G itom etria de flujo

3. E .l Detecciôn de eritrocitos fiuorescentes circuiantes

Para la cuantificaciôn de fluorocitos, eritrocitos de sangre periférica con 

acumulaciôn de porfirinas que pueden ser detectados por citometna de flujo debido 

a la fluorescencia que emiten, se diluyeron 2 pl de sangre periférica en 1 ml de 

PBS, 0,1% BSA, 0,02% azida sôdica. Se analizô en un citômetro de flujo EPICSXL 

(Coulter Electronics, Hialeah, FL, EEUU) discriminando los eritrocitos mediante la 

captaciôn de la sehal ESC log versus SSC log. Los datos résultantes se analizaron 

utilizando el software EXP032 ADC Analysis (Applied Cytometry Systems; 

Dinnington, Sheffield, Reino Unido).
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ANALISIS DE DATOS

4 . A Captura y tra tam lan to  de imdganes

Las fotografias de las preparaciones histolôgicas hibridadas con sondas 

fluorecentes y de los marcajes inmunohistoquimicos se captura ron con una camara 

RT Color, SPOT (Diagnostic Instruments, Inc.), acoplada al microscopio de 

fluorescencia.

El contaje de células, y la co-localizaciôn de los diferentes marcajes 

mediante la superposiciôn de imagenes se realizaron con el programa informatico 

Corel Photo-Paint 12 (Version 12.0.0.458).

A. B Analisis estadistlGO

Para realizar el analisis estadistico de los datos se utilizô el programa 

informatico GraphPad Prism 4 para Windows (GraphPad Software, Inc.). Debido a 

que el numéro de individuos en cada grupo esta comprendido entre 5 y 7 se 

realizaron pruebas no paramétricas. Estas pruebas estadisticas son mas adecuadas 

cuando el numéro de individuos por grupo es reducido. Para la comparaciôn de los 

grupos, dos a dos, se utilizô la prueba no paramétrica de Mann Whitney.

Para estudiar si existia correlaciôn entre dos variables estudiadas se hayô el 

coeficiente de correlaciôn de Sperman.
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La hipôtesis nula se rechazo cuando la "p " era menor que 0.05.

A. C C rito rio  do comparacidn an tre  grnpns

Como se explicô al iniclo de "Materiales y Métodos" (esquema de la pagina 

46), se han establecido diversos grupos de animales con el fin de estudiar los 

objetivos que nos proponiamos. A continuaciôn, se indican los factores que podnan 

in flu ir en las diferencias que se observa n en los resultados.

Primeramente, se realizaron comparaciones entre los grupos control de 

animales sanos y de animales con PPE para conocer los valores de referenda de los 

paràmetros estudiados posteriormente en los grupos terapéuticos. De la misma 

manera, se évalué el efecto de la edad comparando grupos de animales con 4 

meses y grupos de animales con 11 meses, en aquellos paràmetros que se 

consideraron susceptibles de ser modificados por la edad y/o evoluciôn de la propia 

PPE.

Para comprobar que el procedimiento al que fueron sometidos los animales 

no a Itéra ba las variables estudiadas se realizaron comparaciones entre el grupo de 

animales sanos control y el grupo 1 de terapia celular (animales sanos irradiados e 

injertados con médula ôsea sana).

Para conocer qué consecuencias tem'a en los animales fch /fch  receptores el 

hecho de recibir un trasplante de médula ôsea tras ser irradiados, se compararon 

sistemàticamente todos los resultados obtenidos con sus correspondientes contrôles 

sanos y enfermos de la misma edad.

Por ultimo, se analizô el efecto que tenia sobre los animales receptores el 

tratam iento para movilizar las células madré hematopoyéticas procédantes de la 

médula ôsea mediante G- CSF comparando los grupos 2 y 3 de terapia celular, 

ambos sacrificados 3 meses después de recibir el trasplante, correspondiente a 5 

meses de edad, sin y con tratamiento.
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Resultados

ALTERACIONES ERITROPOYtTICAS 1
De las dos vertientes clinicas con que se manifiesta la protoporfiria 

eritropoyética la cutanea es la mas caractenstica en los paclentes, ya que es la 

sintomatologîa definitoria de la enfermedad. Esta manifestaciôn cutanea de la PPE 

esta causada por la acumulaciôn de porfirinas fundamentalmente en plasma.

Para estudiar si el trasplante de médula ôsea habia sido efectivo para 

corregir la acumulaciôn de porfirinas responsable de la fotosensibilidad en los 

animales receptores, se midiô la concentraciôn de porfirinas en plasma y de 

protoporfirina en glôbulos rojos.

1. A P orfirinas an plasma

Los animales fch /fch  presentaron una concentraciôn de porfirinas en plasma 

70 veces mayor que los ratones sanos. En todos los grupos de animales fch /fch  que 

recibieron un trasplante de médula ôsea de animales sanos la concentraciôn de 

porfirinas en plasma se redujo drasticamente, respecte a los contrôles fch /fch , tras 

3 semanas de trasplante: airededor de 5 veces en TC2 {fch /fch  vs. TC2, p= 0,1905) 

y TC3 {fch /fch  vs. TC3, p= 0,2571) y ce rca de 6 veces en TC4 {fch /fch  vs. TC4, p= 

0,1143) (Tabla 1). En el caso del grupo TC4 se alcanzaron valores précticamente 

normales a las 18 semanas después del trasplante (Tabla 1).

La correcciôn en la concentraciôn de porfirinas en plasma en el grupo TC4 se 

mantuvo hasta el momento del sacrificio (39 semanas post-trasplante), como 

puede verse en la figura 14.
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1018 ±  311,5 26 ,24  ±  10,47

p < 0,05 p < 0 ,05
3 (TC2 vs. + /+ ) (TC2 vs. + / + )

ns p < 0 ,05
cf + /+  en 9 fch/fch

TC2 (TC2 vs. fch/fch) (TC2 vs. fch/fch)

(5 meses) 179,4 ±  65,18 4 ,06  ±  0 ,64
p < 0,05 ns

11 (TC2 vs. +/+) (TC2 vs. +/+)
p < 0,05 p < 0 ,05

(TC2 vs. fch/fch) (TC2 vs. fch/fch)

1006 ±  242 28 ,48  ±  8 ,269
p < 0,01 p < 0,01

3 (TC3 vs. + /+ ) (TC3 vs. + /+ )

cf + /+  en 9 fch/fch ns p < 0,01

TÇ3 Q CSF ^
(TC3 vs. fch/fch) (TC3 vs. fch/fch)

184,7 ±  36,36 4 ,18  ±  0,80
(5 meses)

p < 0,01
11 (TC3 vs. +/+) (TC3 vs. +/+)

p < 0,01 p < 0,01

(TC3 vs. fch/fch) (TC3 vs. fch/fch)

807,6 ±  269,6 18,64 ±  9,5
p < 0,05 p < 0,05

3 (TC4 vs. +/ + ) (TC4 vs. +/ + )
p < 0,05

(TC4 vs. fch/fch) (TC4 vs. fch/fch)

147 ±  31,2 5,6  ±  2,04

cf + /+  en 9 fch/fch p < 0,01 ns
TC4 7 11 (TC4 vs. +/+) (TC4 vs. +/+)

(11 meses) p < 0,01 p < 0,01

(TC4 vs. fch/fch) (TC4 vs. fch/fch)

116 ± 20,9 3 ,72  ± 1,18
p < 0,05 ns

18 (TC4 vs. +/+) (TC4 vs. +/+)
p < 0,05 p < 0,05

(TC4 vs. fch/fch) (TC4 vs. fch/fch)

+ / +  (4 meses) 6 70,03 ± 10,88 4 ,9 9  ±  0,90

4822 ±  3783 94 ,33  ±  30,52
fch/fch (4 meses) 6 p < 0,05 p < 0,05

(+/+ vs. fch/fch) (+/+ vs. fch/fch)

Tabla 1. Concentracion de porfirinas en plasma expresada en nmoles de porfirinas

per litre  de plasma y de protoporfirina en globules rojos expresada en nmoles de

protoporfirina per gramo de hemoglobina. Edad trasplante: 8 semanas.
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1. B P o rfirin as  on a ritro c ito s

Los animales fch /fch  présentaron una concentracion de protoporfirina en 

globulos rojos 20 veces mayor que los ratones sanos. En todos los grupos de 

animales fch /fch  que recibieron un trasplante de médula ôsea de animales sanos la 

concentracion de protoporfirina en globulos rojos, referida a los gramos de 

hemoglobina, se redujo entre 3 y 5 veces {fch /fch  vs. TC2, p= 0,0159; fch /fch  vs. 

TC3, p= 0,0095; fch /fch  vs. TC4, p= 0,0286) tras 3 semanas de trasplante y se 

normalizô a las 11 semanas post-trasplante (+ /+  vs. TC2, TC3 y TC4, ns) (Tabla 

1). En el caso del grupo TC4 los va lores normales se mantuvieron hasta el 

momento del sacrificio (Figura 14.b).

Porfirinas plasma. TC 4.

10000

8000

■J 6000

1 4000

2000

0
basai 7 15 183 11 3923

tiempo post-trasplante (semanas)

Porfirinas GR. TC 4.

9
=  120 
9  
^  100
2  80

basai 23 397 11 15 18
tiempo post-trasplante (semanas)

TC4 media contrôles sanos media contrôles fch/fch

Figura 14. Concentracion de porfirinas en piasma y glôbuios rojos de 

ios ratones dei grupo TC4. Evoiuciôn desde ei m om ento dei traspiante  

de m éduia ôsea hasta ei m om ento dei sacrificio. Edad traspiante: 8 

semanas.

99



1. Alteraciones eritropoyéticas Resultados

1. G P arâm etros hematolôglcos

Algunos pacientes con PPE desarrollan una anémia leve con hipocromia y 

microcitosis; en el modelo murino de protoporfiria eritropoyética se ha descrito 

anemia microcitica leve a partir de un mes de edad (Tutois y cols., 1991).

Los ratones con protoporfiria eritropoyética présenta ron un recuento de 

eritrocitos normal, y unos valores de hemoglobina, hematocrito y volumen 

corpuscular medio disminuidos respecto a los animales control (Tabla 2).

7,02 ±  2,81 9,04 ±  3,82 37,8 ±  3,21 42 ,04  ±  5,78

TC2
cf + /+  en 9 fch/fch ns p < 0,01 ns ns

(5 meses)
5 TC2 vs. 4-/4- 

ns

TC2 vs. + /+  

ns

TC2 vs. + /+  

ns

TC2 vs. + /+  

Ns

TC2 vs. fch/fch TC2 vs. fch/fch TC2 vs. fch/fch TC2 vs. fch/fch

7,19 ±  8,1 8,1 ±  3,1 37,35 ±  5,15 40 ,43 ±  3,21

cf + /+  en 9  fch/fch
ns

TC3 vs. + /+

p < 0,01

TC3 vs. + /+ TC3 vs. + /+

p < 0,05  

TC3 vs. + /+
TC3 G-CSF 6 ns ns ns ns

(5 meses) TC3 vs. fch/fch TC3 vs. fch/fch TC3 vs. fch/fch TC3 vs. fch/fch

ns ns ns

TC3 vs. TC2 TC3 vs. TC2 TC3 vs. TC2 TC3 vs. TC2

+ / + (4 meses) 6 9,11 ±  1,39 14,45 ±  0,94 38,23 ±  1,46 43 ,96  ±  1,911

7,77 ±  0,91 9,67 ±  1,34 31,1 ±  5,08 39 ,9 ±  2,16
fch/fch (4 meses) 6 ns p < 0,005 p < 0,05 p < 0,05

fch/fch vs. 4-/4- fch/fch vs. +/+ fch/fch vs. +/+ fch/fch vs. +/+

Tabla 2. Parâm etros hem atolôglcos estudiados en contrôles sanos y enferm os y en los grupos 

2 y 3 de terapia ceiular. RBC: recuento de glôbuios rojos, expresado en miilôn de células por 

microiitro; Hb.: hem oglobina, expresada en gram os por deciiitro; Hto.: hem atocrito, 

expresado en porcentaje; VCM: volum en corpuscular medio, expresado en fem ptoiitros. Edad 

traspiante: 8 semanas.

Sin embargo, tras realizar el traspiante con médula ôsea sana y disminuir 

significativamente la concentracion de porfirinas en plasma y de protoporfirina en 

glôbuios rojos, la concentraciôn de hemoglobina no se normalizô en ninguno de los 

grupos de terapia ceiular (TC2, TC3 y TC4), a pesar de que el recuento de 

eritrocitos fue sim ilar al del grupo control sano.
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También se caracterizaron otros parâmetros hematolôgicos en los grupos 

TC2 y TC3 para comprobar si el tratam iento con el agente movilizador de células de 

médula ôsea, G-CSF, los modificaba y contribuia a una mejor recuperaciôn 

hematolôgica. La concentraciôn de hemoglobina permaneciô similar a la de los 

contrôles fch /fch , pero el hematocrito y el volumen corpuscular medio en los grupos 

TC2 y TC3 présenta ron valores prôximos a los que observâmes en ratones contrôles 

sanos (Tabla 2).

Como hemos indicado, tampoco se observaron diferencias en la 

concentraciôn de hemoglobina del grupo TC4 (sacrificados 9 meses después del 

traspiante; 8,943 g/dl ±  0,808 g/d l) con los valores de los animales control 

enfermos (p=0,3660) ni con el grupo de terapia ceiular 2 (p=0,2677), aunque si 

con la concentraciôn de hemoglobina de los ratones control sanos (p < 0.01).

1. D PorcBntaje de células danantas an la médula ésaa 
da las animales racap taras

Para comprobar que el procedimiento de radiaciôn y posterior traspiante de 

médula ôsea sana en los animales enfermos tuvo como consecuencia un in jerto 

adecuado en los animales receptores, se cuantificô qué porcentaje de médula ôsea 

era de origen donante.

Puesto que los animales receptores fch /fch  eran hembras y recibieron 

médula ôsea de ratones donantes machos, era posible caracterizar el injerto de 

médula ôsea mediante hibridaciôn in s itu  con una sonda fluorescente para el 

cromosoma Y. Para evaluar la sensibilidad de la técnica y corregir posibles errores 

de subestimaciôn, se analizô la médula ôsea de contrôles macho y se obtuvo que, 

como media, sôlo se détectaba sehal para el cromosoma Y en el 69,74% de las 

células. Por lo tanto, se aplicô un factor de correcciôn (x 1,434) en los porcentajes 

de cromosomas Y detectados en la médula ôsea de los animales receptores.

El porcentaje de células de médula ôsea donde se detectô el cromosoma Y 

para el grupo TC4 y después de aplicar el factor de correcciôn, estaba comprendido 

entre 71,7% y 107% (91,4% ±  12,4%).
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1. E Porcentaje de flu e rec ites  en sangre p e rifé r ic a  de 
les animales recep to res
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Figura 15. Células de sangre periférica anallzadas para detectar fluorescencla 

roja caracteristlca de las porfirinas. Longitud de onda de excitaclôn: 4 8 8  nm; 

longitud de onda de emlslôn: 675  nm ±  10 nm. (a ) sangre periférica de raton  

control sano. (b ) sangre periférica de raton control fc h /fc h . (c - l)  sangre  

periférica de ratones fch /fch  trasplantados con médula ôsea de ratones sanos 

(Grupo TC4).

En trabajos anteriores se describiô que los eritrocitos de sangre periférica de 

los ratones con PPE presentaban una fluorescencla roja caracteristlca cuando eran 

analizados por citometna de flu jo debido a la excesiva acumulaciôn de porfirinas en 

dichas células (Fontanellas y cols., 2001; Richard y cols., 2001). En estos trabajos 

se comprobô que esta fluorescencla caracteristlca de los eritrocitos circulantes se 

perdia en la medida que la acumulaciôn excesiva de porfirinas era corregida.
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1. Alteraciones eritropoyéticas Resultados

Para evaluar la eficlencla terapeûtica del traspiante de médula ôsea se 

calculé, mediante citometna de flu jo, la proporclôn de células de sangre periférica 

que presentaban fluorescencla roja.

Se ajusta ron los para metros de manera que en un raton sano se détecta ba 

el 15% de las células anallzadas como fluorocitos (Figura 15.a) y en un raton con 

PPE se détecta ba el 93% de fluorocitos en sangre periférica (Figura 15.b). Con 

estos ajustes se obtuvieron, para los animales del grupo TC4, valores que oscllaron 

entre 15,6% y 39% de fluorocitos (Figura 15.c-l), lo que correspondia a un Injerto 

de entre 75,5%  y 98,9% .
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Figura 16. Correiaciôn entre ei porcentaje de células de 

sangre periférica en ei que se detectô fluorescencla a 675 nm 

y ei porcentaje en ei que se detectô cromosoma Y.

El coeficlente de correiaciôn de Spearman, r, entre el porcentaje de 

fluorocitos en sangre periférica y el porcentaje de células de médula ôsea positivas 

para el cromosoma Y fue de -0,9643 (Figura 16).
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Resultados

MANIFESTACItN IEPATICA 2
La sintomatologia hepatica, si bien sôlo aparece en un 5-10% de los pacientes 

con protoporfiria eritropoyética, es la responsable de los casos mas graves descritos 

y en la mayoria de los pacientes se resuelve con traspiante hepatico.

En este trabajo hemos querido estudiar el efecto que tiene sobre la funciôn 

hepatica de animales fch /fch  el traspiante de médula ôsea de animales sanos.

2. A P o rfirin as  an iiigado

La acumulaciôn excesiva de protoporfirina en el higado de los ratones 

fch /fch  esta estrechamente relacionada con el dano hepatocelular, por lo que 

hemos estudiado la concentraciôn de porfirinas en el higado de los ratones 

receptores para comprobar si el traspiante de médula ôsea contribuia a una 

disminuciôn en dicha concentraciôn.

Cuantificamos las porfirinas en el higado de los ratones fch /fch  y 

observâmes que tenian una concentraciôn de porfirinas en higado 123 veces mayor 

que los ratones control sanos (Tabla 3).

Très meses después del traspiante de médula ôsea la concentraciôn de 

porfirinas en higado disminuyô un 50% y un 20% en los grupos de TC2 y TC3, 

respectivamente, respecto a la concentraciôn de los animales control PPE. Y tras 

nueve meses de traspiante la concentraciôn de porfirinas en higado en el grupo TC4 

disminuyô un 90% respecto a los contrôles fch /fch  de la misma edad (Tabla 3).
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2. Manifestaciôn hepatica Resultados

TCl
<3 + /+  en 9 + /+  

(5 meses)
7 57 ±  42

ns

(TCl vs. + /+ )

TC2
a  + /+  en 9 fch/fch 

(5 meses)
5 5764 ±  4817

p < 0,05  

(TC2 vs. + /+) 
ns

(TC2 vs. fch/fch)

p < 0,01

TC3
cf + /+  en 9 fch/fch G-CSF 

(5 meses)
6 8588 ±  3318

(TC3 vs. +/+) 
ns

(TC3 vs. fch/fch) 

ns
(TC3 vs. TC2)

p < 0,01

TC4
cf + /+  en 9 fch/fch 

(11 meses)
7 989 ±  801

(TC4 vs. + /+ ) 
p < 0,01  

(TC4 vs. fch/fch) 

p < 0,05  

(TC4 vs. TC2)

+ / + (4 meses) 10 89 ±  24

fch/fch (4 meses) 10 10985 ±  3758
p < 0,01

{fch/fch vs. +/+)

Tabla 3. Concentraciôn de protoporfirina en higado, expresada en nanomoles de 

protoporfirina por gramo de proteina. Edad traspiante: 8 semanas.

2. B Actlvidad de la fe rraq u a la tasa  an higado

De acuerdo con lo publicado en este modelo animal (Tutois y cols., 1991), 

los ratones fch /fch  présenta ron una actividad de la ferroquelatasa en higado 

disminuida respecto a la de ratones sanos control, siendo tan sôlo el 9,7% de la 

actividad normal (Tabla 4).

Comprobamos que el procedimiento de radiaciôn de los animales y posterior 

traspiante de médula ôsea no afectaba a la actividad hepatica de la ferroquelatasa, 

siendo incluso mayor en el higado de los ratones del grupo TC l que en los contrôles 

sanos (Tabla 4).
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2. Manifestaciôn hepatica Resultados

Tras 3 meses de traspiante la actividad hepatica de la ferroquelatasa no 

varié (p=0,1255, TC2 vs. fch /fch ). S\ varié después de 9 meses de traspiante 

(TC4): se duplicô respecto a los ratones contrôles fch /fch  (p<0,005) y a los ratones 

del grupo TC2; en este ultimo caso las diferencias esta ban ce rca de la significaciôn 

estadistica (p=0,0556) (Tabla 4).

T C l
cr + /+  en 9 + /+  

(5 meses)
7 2,733 ±  0,260

< 0 ,005  

(T C l vs. + /+ )

TC2
cf + /+  en 9 fch/fch 

(5 meses)
5 0,205 ±  0,088

< 0 ,005  

(TC2 vs. + /+ )  

ns

(TC2 vs. fch/fch)

< 0 ,005

TC3
<y + /+  en 9 fch/fch G-CSF 

(5 meses)
6 0 ,212 ±  0,053

(TC3 vs. +/+) 
ns

(TC3 vs. fch/fch) 

ns

(TC3 vs. TC2)

< 0 ,005

TC4
cf + /+  en 9 fch/fch 

(11 meses)
7 0 ,345 ±  0,102

(TC4 vs. + /+ )

< 0 ,005  

(TC4 vs. fch/fch) 

ns

(TC4 vs. TC2)

+ /  + (4 meses) 6 1,781 ±  0,169

fch/fch (4 meses) 6 0,173 ±  0,021 < 0 ,005  

{fch/fch vs. +/+)

Tabla 4. Actividad de ia ferroquelatasa en higado expresada en nanomoles de 

protoporfirina-Zn form ada por gramo de proteina y hora a 37°C. Edad traspiante: 8 

semanas.

2. G Parâm etros do funciân hepâtica

Para evaluar el dano hepatico de los ratones antes de recibir el traspiante de 

médula ôsea y realizar un seguimiento tras el proceso terapéutico, se midieron 

algunos parâmetros séricos de funciôn hepatica.

La concentraciôn de aspartato aminotransferasa (AST) y mas concretamente 

la de alanina aminotransferasa (ALT) son indicadores de citolisis hepatica. En 

plasma de los ratones contrôles fch /fch  la concentraciôn de estas transaminasas fue
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2. Manifestaciôn hepatica Resultados

8,4 y 7,6 veces mayor, respectivamente, que en el plasma de ratones contrôles 

sanos (Tabla 5).

En los ratones que recibieron un traspiante de médula ôsea y fueron 

sacrificados 3 meses después de este traspiante (TC2) se observé una disminuciôn 

en la concentraciôn de ambas transaminasas, reduciéndose en un 40% y un 35% 

respectivamente tras 11 semanas de traspiante, aunque no se alcanzaron 

diferencias significativas con el grupo de ratones control fch /fch  (Tabla 5).

En el grupo TC3, que recibiô 3 dosis de G-CSF, se observé una disminuciôn 

del 20% en la concentraciôn de ALT, la transaminasa especifica de higado, mientras 

que en el caso de la AST no se observé mejoria, a las 11 semanas después del 

traspiante (Tabla 5).

Se realizô un seguimiento de estos parametros a largo plazo en el grupo 

TC4, donde observâmes disminuciôn de las concentraciones de ambas 

transaminasas en plasma de un 70% (TC4 vs. + /+ , p< 0,01; TC4 vs. fch /fch , p< 

0,01) y un 60% (TC4 vs. + /+ , p< 0,01; TC4 vs. fch /fch , p< 0,05), respectivamente 

para AST y ALT, a las 23 semanas después del traspiante (Figura 17.a y 17.b).

Otros parametros séricos de funciôn hepatica estudiados fueron la fosfatasa 

alcalina, paramétré altamente sensible a la colestasis biliar y la bilirrubina total, 

indicadora de disfunciôn hepatica.

En el grupo TC2 la concentraciôn de fosfatasa alcalina disminuyô un 35% a 

las 11 semanas después del traspiante respecto a los contrôles fch /fch  y la 

concentraciôn de bilirrubina total en el mismo tiempo se redujo hasta alcanzar 

valores normales (Tabla 6).

En el grupo TC3 la concentraciôn de bilirrubina total siguiô la mIsma 

evoiuciôn que en el grupo TC2; la concentraciôn de fosfatasa alcalina también se 

redujo, aunque sôlo un 17% (Tabla 6).

Il
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2. Manifestaciôn hepatica Resultados

625 ±  162 474 ±  157
p < 0,01 p < 0,01

7 (TC2 vs. + /+ ) (TC2 vs. + /+ )

TC2
a  + /+  en 9 fch/fch

5

ns

(TC2 vs. fch/fch)

ns

(TC2 vs. fch/fch)

(5 meses) 415 ±  109 314 ±  126

11
p < 0,01 p < 0,01

(TC2 vs. +/+) 
ns

(TC2 vs. fch/fch)

(TC2 vs. + /+ )  

ns

(TC2 vs. fch/fch)

651 ±  423 512 ±  273
p < 0,01 p < 0,01

7
(TC3 vs. + /+ )  

ns

(TC3 vs. fch/fch)

(TC3 vs. + /+ )  

ns

(TC3 vs. fch/fch)

TC3
cf + /+  en 9 fch/fch

G-CSF 

(5 meses)

6

ns

(TC3 vs. TC2)

ns

(TC3 vs. TC2)

11

740 ±  695
p < 0,01

(TC3 vs. +/+) 
ns

(TC3 vs. fch/fch) 

ns

(TC3 vs. TC2)

400 ± 1 2 5
p < 0,01

(TC3 vs. +/+) 
ns

(TC3 vs. fch/fch) 

ns

(TC3 vs. TC2)

+ /  + (4 meses) 5 79 ±  16 63 ±  15

665 ±  213 483 ±  162
fch/fch (4 meses) 5 p < 0,01

{fch/fch vs. +/+)
p < 0,01

{fch/fch vs. +/+)

Tabla 5. Concentraciones piasmàticas de aspartato am inotransferasa (AST) y de 

aianino am inotrasnferasa (ALT) en grupos control y en los grupos TC2 y TC3, 7 y 11 

semanas después de recibir ei traspiante  de médula ôsea sana. Edad traspiante: 8 

semanas.

A partir de la semana 15 post-trasplante en el grupo TC4 la concentraciôn 

plasmatica de fosfatasa alcalina disminuyô hasta situarse en valores intermedios 

entre los presentados por los contrôles + /+  (TC4 vs. + /+ , p< 0,01) y los contrôles 

fch /fch  (TC4 vs. fch /fch , p< 0,05). Estos valores intermedios se mantuvieron hasta 

el momento del sacrificio (Figura 17.c). En el caso de la bilirrubina total, de la 

misma manera que ocurria en los grupos TC2 y TC3, a las 7 semanas después del 

traspiante su concentraciôn plasmatica se habia reducido un 80% respecto a la de 

los contrôles enfermos (TC4 vs. fch /fch , p< 0,05) (Figura 17.d).
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1044 ± 288 0,43 ±  0,44
p < 0,01 ns

7 (TC2 vs. + /+ )  

ns

(TC2 vs. + /+ )  

p < 0,01

TC2
a + /+  en 9 fch/fch

5
(TC2 vs. fch/fch) (TC2 vs. fch/fch)

(5 meses)

11

725 ±  154
p < 0,01

(TC2 vs. + /+ )  

p < 0,05  

(TC2 vs. fch/fch)

0,054  ± 0,011
ns

(TC2 vs. + /+ )  

p < 0,01  

(TC2 vs. fch/fch)

1057 ± 235 0,48  ± 0,46
p < 0,01 ns

(TC3 vs. + /+ ) (TC3 vs. + /+ )
7 ns

(TC3 vs. fch/fch)

p < 0,01

(TC3 vs. fch/fch)

cf +/+ en 9 fch/fch ns ns

TC3 G-CSF 

(5 meses)

6
(TC3 vs. TC2) (TC3 vs. TC2)

11

955 ± 447
p < 0,01

(TC3 vs. +/+) 
ns

(TC3 vs. fch/fch) 

ns

(TC3 vs. TC2)

0,052 ± 0,058

(TC3 vs. +/+)
p < 0,01

(TC3 vs. fch/fch) 

(TC3 vs. TC2)

+ / + (4 meses) 5 378 ± 92 0,059  ± 0,021

1141 ± 259 2,424 ± 0,499
fch/fch (4 meses) 5 p < 0,01

{fch/fch vs. +/+)
p < 0,01

{fch/fch vs. +/+)

Tabla 6. Concentraciones piasmàticas de fosfatasa alcalina y de bilirrubina to tal en grupos 

control y en los grupos TC2 y TC3, 7 y 11 semanas después de recibir ei traspiante de médula 

ôsea sana. Edad traspiante: 8 semanas.

En la pagina s iau iente: Figura 17. Concentraciones piasmàticas de AST, ALT, fosfatasa alcalina 

y b ilirrubina to ta l en ios ratones del grupo TC4. Evoiuciôn desde el m om ento del traspiante de 

médula ôsea hasta el momento del sacrificio (sem ana 39 post-trasplante).
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2. Manifestaciôn hepatica Resultados

2. D Concentraciôn do m arcadoros tum oralos an 
liomoganados do higado

Se ha descrito la presencia de hepatocarcinoma en ratones fch /fch  de mas 

de 6 meses de edad (Libbretch y cols., 2003); por ello, quisimos valorar si existian 

modificaclones en las concentraciones de algunos marcadores empleados 

habitualmente en clinica para la detecclôn de tumores en los ratones 

protoporfiricos.

En primer lugar se estudiô si existian diferencias en las concentraciones de 

AFP, CA 19.9, HGF y TNF-o entre los ratones sanos y los ratones con protoporfiria 

eritropoyética. Observâmes que a los cuatro meses de edad no existian diferencias 

en las concentraciones de los cuatro marcadores tumorales estudiados entre ambos 

grupos (+ /+  vs. fch /fch \ AFP: p=0,3939; CA 19.9: p= 0,3295 y TNF-o: p=0,9307).

Cuando estudiamos estos paramétrés en los animales con 11 meses de edad 

nos encontramos que si se observaban diferencias en las concentraciones de AFP, 

CA 19.9 y HGF entre los grupos control sanos y fch /fch  siendo mayores las 

concentraciones de AFP (2,4 veces mayor) y CA 19.9 en los ratones con PPE 

(p<0,005 y p<0,05, respectivamente) y menor la concentracion de HGF (3 veces 

menor) en dichos ratones (p<0,05). La concentraciôn de TNF-o no estaba 

modificada en los ratones con PPE a los 11 meses de edad (p=0,4286).

Posterlormente se évalué la posible modificaclôn en las concentraciones de 

estos marcadores tumorales tras la terapia ceiular. Para ello se estudiô en primer 

lugar si el procedimiento de radiaciôn y ulterior traspiante al que son sometldos los 

animales podna alterar las concentraciones de los marcadores tumorales medidos 

en homogenados de higado. Al comparar dichas concentraciones entre el grupo TC l 

(hembras sanas que recibieron traspiante de médula ôsea de machos sanos) y su 

correspondiente grupo control sano (4 meses) se observaron diferencias 

estadisticamente significativas (Tabla 7).

También caracterizamos las concentraciones de los marcadores tumorales en 

los animales que recibieron el traspiante terapéutico. No se observaron diferencias 

en las concentraciones de AFP, CA19.9 y HGF en los ratones que fueron sacrificados 

3 meses después de recibir el traspiante de médula ôsea respecto a sus contrôles.
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Si se apredaron diferendas en la concentracion de TNF-o, aunque no tenian 

significaciôn estadistica y podnan deberse al efecto del traspiante.

TCl
cf + /+  en 9 + /+

7
(5 meses)

0,88 ± 0,62 2,00 ± 0,19 34,8 ± 2,1

+ /+ (4 meses) 6 1,57 ± 0,72 3,23 ± 0,71 51,6 ± 12,7

P < 0,05 < 0,05 < 0,01

Tabla 7. Concentraciones de AFP, CA 19.9 y TNF- a en ratones control + / +  y  

ratones del grupo T C l.

Tampoco varlaron las concentraciones en higado de marcadores tumorales 

por recibir un tratam iento con el agente movilizador de progenitores 

hematopoyéticos de médula ôsea, G-CSF, como se puso de m anifesto  al comparar 

los grupos TC2 y TC3, ambos sacrificados 3 meses después de recibir el traspiante, 

sIn y con movilizador respectivamente (AFP: p=0,7922; CA 19.9: p= 0,1797; HGF: 

p = 0 , l l l l  y TNF-o: p=0,4286).

Tras recibir el traspiante de médula ôsea no se observaron diferencias 

significativas entre la concentraciôn de marcadores tumorales en higado de los 

ratones de TC4 (sacrificados 9 meses después del traspiante) y sus 

correspondantes contrôles enfermos, a excepciôn de lo que ocurre en CA 19.9 en el 

que aumentan aun mas que en dichos contrôles (p<0,005). La concentraciôn de 

AFP disminuyô un 40% en los ratones del grupo TC4 respecto a los ratones fch /fch  

de 11 meses; sin embargo, estas diferencias no son estadisticamente significatives 

(p=0,0732). En el caso de HGF y TNF-o las concentraciones son muy simllares a las 

de sus correspondientes contrôles enfermos (Figura 18).
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Figura 18. Concentraciones de AFP, CA 19.9 y TNF- a en ratones control + / + ,  fch /fch  y 

grupo TC4. * :  p <0 ,05 ; * * :  p <0 ,01 ; * * * :  p < 0 ,0 0 5 . En negro, comparaciôn con contrôles 

+ / + ;  en rojo, comparaciôn con contrôles fch /fch .

2. E Actividad dei compiejo iV de ia cadena re s p ira te r ia  
m itecendriai en hemegenados de higade

Trabajos previos han descrito una asociaciôn entre la acumulaciôn de 

protoporfirina y los requerimlentos Intracelulares de ATP y las actividades 

enzimaticas de la cadena respiratorla mitocondrial en el higado, especlalmente del 

compiejo IV. Esto Impllcaria que un Incremento en la actividad de la cadena 

respiratorla mitocondrial podna dar clerto grado de protecclôn contra el dano 

hepatico en ratones con PPE ocasionado por la acumulaciôn excesiva de 

protoporfirina (Navarre y cols., 2005).

En este trabajo hemos estudiado si el traspiante de médula ôsea modifica la 

actividad del compiejo IV de la cadena respiratorla mitocondrial.

Como en estudios anteriores, observâmes una actividad aumentada del 

compiejo IV en ratones con protoporfiria eritropoyética a los 4 meses de edad 

respecto a contrôles sanos (Tabla 8); sin embargo, las diferencias entre los grupos 

control + /+  y fch /fch  a los 11 meses de edad no se mantuvieron, aumentando 

dIcha actividad en ambos grupos.
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En los grupos de animales fch /fch  que recibieron un traspiante de médula 

ôsea y fueron sacrificados 3 meses después (TC2 y TC3), la actividad del compiejo 

IV de la cadena respiratorla mitocondrial fue mayor que la del grupo control 

fch /fch , presentando diferencias estadisticamente significativas (TC2 vs. fch /fch , 

p<0,005) (Tabla 8).

En el caso del grupo TC4, sacrificado 9 meses después de recibir el 

traspiante de médula ôsea, no se encontre ron diferencias en la actividad del 

compiejo IV al comparario con los grupos control de su misma edad (TC4 vs. + /+ , 

p=ns; TC4 vs. fch /fch , p= ns) (Tabla 8).

TCl
(3 + /+  en 9 + /+  

(5 meses)
7 45,69 ±  12,35

< 0,01  

(TCl vs. + /+ )

TC2
cf + /+  en 9 fch/fch 

(5 meses)
5 87,33 ±  17,08

< 0,01  

(TC2 vs. +/+)
< 0,01  

(TC2 vs. fch/fch)

cf + /+  en 9 fch/fch ns
TC3 G-CSF 

(5 meses)

6 68,83 ±  16,51
(TC3 vs. TC2)

+ / + (4 meses) 6 23,53 ±  10,23

fch/fch (4 meses) 6 38,26 ±  15,44 < 0,05  

{fch/fch vs. +/+)
ns

TC4
a  + /+  en 9 fch/fch 

(11 meses)
7 59,34 ±  18,598

(TC4 vs. + /+ ) 
ns

(TC4 vs. fch/fch) 

< 0,05  

(TC4 vs. TC2)

+ / + (11 meses) 6 54,58 ±  9,8 < 0,01  

(+/+ 11m vs. +/+ 4m )

< 0,05

fch/fch (11 meses) 6 63,08 ±  21,33
{fch/fch 11m vs. fch/fch 4m ) 

ns

{fch/fch vs +/+)

Tabla 8. Actividad del com piejo IV  de la cadena respiratorla mitocondrial referida a la 

actividad de la citrato sintasa.
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2. F Estudio hIstolôgiGO del higado

Se realizô un estudio histolôgico en cortes de higado tanto de grupos control 

como de los grupos de terapia ceiular con el fin de evaluar a nivel histolôgico qué 

consecuencias podia tener el traspiante de médula ôsea en el higado.

2. F .l Histologfa en cortes de higado de ratones 'fch /fch '

Primeramente se estudiô el grupo control de ratones fch /fch . La tinclôn con 

hematoxilina-eosina nos mostrô una arqultectura del higado levemente alterada; 

observamos infiltrados inflamatorios de leves a moderados en los espacios porta 

(Figura 19.e), cuerpos de Councilman (Figura 19.e), signo de necrosis 

hepatocelular, y depôsitos marrones en el interior de los canaliculos biliares (Figura 

19.f) y de las células de Kupffer (Figura 19.d), correspondiente a pigmento biliar 

rico en protoporfirina fagocitada.

Los conductos biliares esta ban dilatados y presentaban pigmento biliar en la 

luz (Figura 19.f), con presencia de focos de reacciôn gigantoceluiar a cuerpo 

extrano, debido probablemente a que la distensiôn del conducto habia term inado 

por romper el epitelio, liberando el contenido al medio, lo que favoreciô la reacciôn 

a cuerpo extraho.

Los ratones protoporfiricos presentaban también fibrosis portai y periportal, 

sin cambios significativos en la morforlogia del hepatocito. Se identificaron areas 

concretas como nôdulos regenerativos, si bien eran escasos en ratones de 4 meses.

En alguno de los contrôles fch /fch  de 11 meses de edad se observaron 

lesiones nodulares macroscôpicas de unos pocos milimetros de tamaho en la 

superficie hepatica. No se observaron depôsitos de hierro.
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Figura 19. Tinclôn con hem atoxiiina-eosina en cortes de higado de ratones control sanos (a -b )  

y fch /fch  (c -f). (a ,b ) Arqultectura normal del te jido  hepatico, anatom ia normal de los 

espacios porta, (d ) Depôsitos de protoporfirina en el parénqulma hepatico de ratones fch /fch . 

(e )  In flltrad o  Inflam atorlo en higado fch /fch . ( f )  Depôsitos de protoporfirina en la luz de 

conductos biliares dilatados. Dano en el epitelio  blllar.
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2. F.2 Histotogia en cortes de higado de los grupos TC2 y TC3

La tinciôn con hematoxilina-eosina mostrô una arqultectura del higado 

sim ilar a la descrita en los ratones fch /fch  en los cortes histolôgicos de los grupos 

TC2 y TC3, sacrificados 3 meses después del traspiante, sin y con G-CSF 

respectivamente.

Aunque existia gran heterogeneidad intragrupo respecto a las caracteristlca s 

observadas en los ratones fch /fch  control, si podemos afirmar que, en términos 

générales, se observé en los ratones que recibieron 3 dosis del movilizador de 

células progenitoras hematopoyéticas (TC3) mayor numéro de infiltrados 

inflamatorios, mayor numéro de depôsitos de protoporfirina en la zona periportal y 

en los canaliculos biliares y mayor dilataciôn y proliferaciôn de éstos. También fue 

mas f  reçu ente en el grupo TC3 la formaciôn de puentes fibrôticos que unian 

espacios porta.

En la tinciôn con hematoxilina-eosina se apreciô en alguno de los animales la 

presencia de cuerpos de Councilman, cuerpos acidofilicos indicadores de necrosis 

hepatocelular aislada.

La presencia de infiltrados inflamatorios variaba considerablemente de unos 

animales a otros. Los infiltrados inflamatorios de tipo mixto observados en la 

mayoria de los animales del grupo TC3, ocasionaron distensiôn de la zona de 

interfase del espacio porta, con progresiôn de este inflltrado hacia el parénquima 

hepatico (Figura 20.d). También existian focos inflamatorios adyacentes a las venas 

centrolobulillares. En el grupo TC2 el inflltrado inflamatorlo estaba menos 

localizado, era mas difuso, con extensiôn al parénquima hepatico pero con menor 

intensidad.

En dos de los cinco ratones del grupo de TC2 no se détecta ron lesiones en 

los conductos biliares y en otros dos ratones la presencia de pigmento biliar rico en 

protoporfirina era escasa. En el higado de los ratones del grupo TC3 se observé 

pigmento biliar rico en protoporfirina en el in terior de macrôfagos de las areas 

periportales y, ocasionalmente, de las areas pericentrolobulillar e interhepatocitaria. 

También existia una marcada dilataciôn de los conductos biliares, cuya luz estaba 

ocupada practicamente en su totalidad por protoporfirina (Figura 20.d). En cuatro 

de estos ratones y en un ratôn del grupo TC2 se observé proliferaciôn de pequehos
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conductos biliares en las zonas adyacentes a aquéllas donde los conductos biliares 

esta ban dilatados por la presencia de pigmento biliar en su luz.

Con la tinciôn tricrômica de Masson se caracterizô fibrosis de variada 

intensidad, desde fibrosis minima e incluso dudosa, ünicamente con cierta 

prominencia del tejido fibroso periportal hasta acusada formaciôn de puentes 

fibrosos que unian los espacios porta (Figura 20.e). Esta fibrosis, como hemos 

indicado anteriormente, era mas intensa en el grupo TC3. También se observé que 

la presencia de puentes fibrosos se correlacionaba con la presencia de lesiones 

nodulares visibles macroscôpicamente y de color blanquecino en la superficie del 

higado similares a las observadas en los contrôles fch /fch  de mayor edad. Estas 

lesiones macroscôpicas estaban présentes en el 30% y en el 40% de los ratones de 

los grupos de TC2 y TC3, respectivamente.

En algün animal aparecieron pequehos focos de esteatosis (Figura 20.a), 

constituidos por hepatocitos de citoplasma vacuolado de apariencia lipidica que 

formaban un agregado mas o menos delimitado, dependiendo del ratôn.

También se observaron en algün animal numerosas figuras mitôticas 

distribuidas por el lobulillo hepatico (Figura 20.b).
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Figura 20. Tinciôn con hem atoxiiina-eosina (a -d ) y tinciôn tricrôm ica de Masson (e - f)  en 

cortes de higado de ratones fc h /fc h  traspiantados con m éduia ôsea de ratones sanos y  

sacrificados 3 meses después del trasp iante  (TC2 y TC3). (a )  Esteatosis. (b ) Mitosis. 

Depôsitos de protoporfirina en ei parénquim a hepatico y regiôn centro lobuiiiiar (c ) y espacios 

porta (d ). (d ) Distensiôn de ios conductos biliares. (e )  Fibrosis porto-portai con

establecim iento de puentes. ( f )  Fibrosis periportal.
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2. F.3 Histologfa en cortes de hfgado del grupo TC4

La tinciôn con hematoxilina-eosina mostrô una arquitectura del higado 

practicamente normal en ios animales dei grupo TC4 (Figura 21 a-b). En générai, 

se observô una mejoria de este grupo respecto al grupo control fch /fch  y los grupos 

TC2 y TC3.

Tras 9 meses de traspiante de médula ôsea se redujeron los depôsitos de 

protoporfirina. Estos depôsitos se iocalizaron fundamentalmente en las zonas porta 

(Figura 21.b), aunque en menor cantidad que en otros grupos. No se encontrô 

distensiôn ni proliferaciôn de los conductos biliares. También se observaron 

infiltrados inflamatorios ocasionales airededor de pigmento biliar (Figura 21.c).

En raros casos se detectô fibrosis, siendo ésta mas difusa que en los grupos 

control fch /fch  y en ios grupos TC2 y TC3. De la misma manera que ocurria en los 

grupos TC2 y TC3 se observaron lesiones nodulares macroscôpicas en la superficie 

hepatica del 30% de ios animales de este grupo. No se détecta ron depôsitos de 

hierro en ninguno de los grupos de terapia ceiular.

w < à .

Figura 21. Tinciôn hem atoxilina-eosina de cortes de higado de ratones fc h /fc h  trasplantados con médula 

ôsea de ratones sanos y sacrificados 9 meses después del traspiante (TC 4). (a )  Arquitectura norm al del 

tejido  hepatico. (b )  Depôsitos de protoporfirina periportales. (c ) Ocasionales infiltrados inflam atorios. (d )  

Depôsitos de protoporfirina en el parénquim a hepatico.
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2. F.4 Detecclôn de células de origen donante en el higado de los
animales receptores

Para la detecclôn de las células donantes, procedentes de machos, en los 

higados de los animales receptores hembras, se hibridaron secciones histolôgicas 

de higado de 5 pm cortadas en criostato con una sonda especifica para el 

cromosoma Y conjugada con FITC.

Se déterminé la sensibilidad de la técnica de hibridaciôn in s itu  con una 

sonda fluorescente (FISH) especifica del cromosoma Y hibridando cortes de hfgado 

de ratones macho (Figura 22). Se contabiiizaron en el microscopio 7 campos con un 

aumento de 400x. De las 2500 células anallzadas, 1928 fueron positivas; por io 

tanto, detectamos el cromosoma Y en el 78% de las células y el factor de 

correcciôn résultante fue 1,37. Las sehales observadas mediante la técnica de FISH 

aparecfan en forma de manchas redondeadas o frecuentemente aiargadas y 

locaiizadas mayoritariamente en la periferia dei nucieo.

100 um

Figura 22. FISH para el cromosoma Y en higado de raton macho sano. (a ) Cromosomas Y 

marcados con FITC (verde ). (a  ) Superposfciôn de nùcieos (azu l) y sehales de los 

cromosomas Y.

A continuaciôn, estudiamos ei porcentaje de células donantes en el hfgado 

de ios ratones receptores del traspiante de médula ôsea. Se analizaron entre 4 y 6 

campos por cada ratôn de ios grupos TC2, TC3 y TC4, hasta un total de 23000 

células, contando un mfnimo de 500 células en cada animal.
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Los resultados del recuento de células positivas para el cromosoma Y en ios 

distintos grupos de terapia ceiular se presentan en la tabla 9.

TC2
0  + /+  en 9 fch/fch 

(5 meses)
5 26,3 ±  7,8

TC3
cf + /+  en 9 fch/fch G-CSF 

(5 meses)
6 22,3 ±  7,0

ns

TC3 VS. TC2

TC4
0  + /+  en 9 fch/fch 

(11 meses)
7 34,7 ±  15,5

ns

TC4 VS. TC2

Tabla 9. Porcentajes de células positivas para el ma rca je  con 

sondas especificas de cromosoma Y referldas al numéro to ta l 

de células contadas, después de aplicar el factor de 

correcciôn.

En todos ios ratones la distribuciôn de las células portadoras de cromosoma 

Y fue heterogénea, por io que ei porcentaje total de células positivas se calculé 

como la media de diverses campos, con mayor o menor presencia de senaies.

En los grupos TC2 y TC3 la mayoria de las senaies de cromosoma Y se 

encontre ron en nùcieos de tamano pequeno, fundamentalmente en zonas 

periportales, aunque también aparecieron senaies positivas en nùcieos de distinto 

tamano del parénquima hepatico (Figura 23). No existen diferencias 

estadisticamente significativas en el nùmero de células portadoras de cromosoma Y 

entre los dos grupos de ratones que fueron sacrificados 3 meses después dei 

traspiante, con (TC3) y sin movilizador (TC2) de células madré hematopoyéticas, 

(Tabla 9).

En el grupo TC4, sacrificado 9 meses después del traspiante, se detectô un 

mayor nùmero de senaies positivas para ei cromosoma Y, aunque esta diferencia 

no tiene significaciôn estadistica (Tabla 9). Las senaies se Iocalizaron también en 

gran medida en nùcieos pequenos de las zonas periportales, pero en este caso se 

observô mas presencia de senaies en nùcieos del parénquima hepatico (Figura 23).
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Figura 23. FISH para el cromosoma Y en higado de raton es hem bras fc h /fc h  que recibieron un 

trasplante  de m édula ôsea de raton es machos sanos. (a ,b ,c ) Cromosomas Y marcados con 

FITC (v e rd e ). (a%b%c ) Superposiciôn de nûcleos y senales de ios cromosomas Y. (a ')  

Cromosomas Y en zona centrolobuifiiar y en céiulas del parénquim a hepàtico. ( b )  

Distribuciôn periportal de céiulas de origen donante. (c ') Cromosomas Y en nûcleos de menor 

tam ano.
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2. F.5  Caracterizaciôn de las céiulas de origen donante en e l higado

de Ios animales receptores

Una vez comprobada la existencia de céiulas de origen donante en el higado 

de Ios animales que recibieron un trasplante de médula ôsea y cuantificada la 

magnitud que tenia ese reclutamiento de céiulas, caracterizamos su fenotipo. Esto 

permitina evaluar su funciôn en el higado y ayudaria a comprender el alcance de la 

terapla celular con médula ôsea.

El marcaje con un anticuerpo especifico de albùmina nos permitiô identificar 

céiulas con fenotipo hepàtico. En todos Ios animales que recibieron una terapia 

celuiar locaiizamos céiuias de origen donante que expresaban albùmina (Figura 

26.a). Ei marcaje con este anticuerpo fue mas extenso en Ios ratones del grupo 

TC4, mientras que en Ios grupos TC2 y TC3 se detectô menor numéro de céiulas 

albùmina-positivas por campo. Como se refleja en la figura 25, la contribuciôn de 

céiulas de origen donante a la poblaciôn de hepatocitos en Ios très grupos de 

terapia ceiular fue de 11 ± 6, 28 ± 6 y de 17 ± 0,3 en Ios grupos TC2, TC3 y TC4 

respectivamente, calculado como numéro de céiulas doble positivas (para albùmina 

y para cromosoma Y) referidas al nùmero de céiulas albùmina-positivas. Las 

diferencias observadas en estos porcentajes entre Ios très grupos eran 

estadisticamente significativas. Esta proporciôn de céiulas doble-positivas referida 

al nùmero total de céiulas hepàticas fue de 2% en el grupo TC2, 10% en el grupo 

TC3 y 8% en el grupo TC4.

También locaiizamos céiulas de origen donante que expresaban o-sma, 

caractenstico de miofibroblastos (céiulas hepàticas estreiladas activadas) (Figura 

26.b); estas céiulas, productoras de colàgeno, contribuyen a la reparaciôn hepàtica 

a través de la fibrosis. En el higado de ratones control sanos sôlo se localizaron 

céiulas o-sma-positivas asociadas a las paredes de Ios vasos (Figura 24.a), 

mientras que en Ios ratones control fch /fch  se localizaron céiulas inmunorreactivas 

para o-sma en zonas extensas airededor del àrea portai (Figura 24.b) y en algunos 

casos, y coincidiendo con la tinciôn de Masson, formando puentes interportales.

De acuerdo con lo descrito en el estudio histolôgico (2.F.2), el grupo TC3 

présenté mayor nùmero de céiulas marcadas con el anticuerpo anti-c-sm a, ce rca 

del 40% de las céiulas hepàticas totales, aproximadamente el doble que en el 

grupo TC2. Sin embargo, la contribuciôn relativa de las céiulas de médula ôsea a la 

poblaciôn de miofibroblastos era igual en Ios grupos TC2 y TC3 y ligeramente
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menor en el grupo TC4 (Figura 25). Referidas al numéro total de céiulas del higado, 

la contribuciôn de la médula ôsea a las céiulas a-sma-positivas es de 

aproximadamente un 5% en el grupo TC2 y de un 12% en el grupo TC3.

En el grupo TC4 la mayona de Ios miofibroblastos identificados mediante 

marcaje con anti-o-sma se encontraban revistiendo las paredes de vasos, de 

manera que el porcentaje de miofibroblastos que estarian localizados en zonas de 

fibrosis constituina aproximadamente entre el 5% y el 10% de las céiulas totales 

del higado y un 2% de las céiulas totales del higado senan miofibroblastos que 

tendnan como origen la médula ôsea sana trasplantada. Este porcentaje es 

significativamente menor que en Ios grupos TC2 y TC3.

Figura 24. Marcaje inm unohistoquim ico con o-sm a (ro jo ). (a )  Secciôn histoiôgica del higado  

de un raton control sano; las céiulas o-sm a-posItlvas se llm itan a las paredes de Ios vasos. (b )  

Secciôn histoiôgica del higado de un ratôn fch /fch} m arcaje extenso con o-sma en zona 

periportal. Nûcleos contratehidos con DAPI (azu l).

La citoqueratina 19 (CK19) se expresa en céiulas de Ios conductos biliares y 

también en céiulas ovales; estas ultimas son céiulas progenitoras hepàticas que 

proliferan cuando existe dano hepàtico y la proliferaciôn de Ios hepatocitos està 

comprometida. El use de un anticuerpo especifico para CK19 mostrô un marcaje 

extenso en el higado de Ios ratones receptores del trasplante de médula ôsea, 

proximo al 50% de las céiulas hepàticas en el grupo TC3. Las céiulas que 

expresaban CK19 esta ban localizadas fundamentalmente airededor de Ios espacios 

porta y en Ios septos que se diferenciaban en Ios espacios de interfase entre 

lobulillos hepàticos, a modo de cordones de céiulas con nûcleo ovoide y escaso 

citoplasma. La colocalizaciôn con el marcaje para el cromosoma Y explicô el 

fenotipo de la fracciôn mayor de céiulas de origen donante (Figura 27.a). Ademàs,
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las céiulas de origen donante constituian hasta aproximadamente un 40% de la 

poblaciôn de céiuias CK19-positivas en el grupo TC3 (Figura 25).

El marcaje con CD45 nos sirviô para localizar céiulas con fenotipo 

hematopoyético. Estas céiulas de nücleo pequeno esta ban concentradas 

mayoritariamente en las zonas prôximas a Ios vasos (Figura 27.b) y en esta 

iocalizaciôn constituian aproximadamente el 10% de las céiulas en Ios très grupos. 

Las doble positivas para el anticuerpo anti-CD45 y para cromosoma Y constituian 

aproximadamente el 60% de las céiulas CD45-positivas.

Figura 25. Porcentaje de céiuias de origen donante (Y + )  positivas para 

albùm ina, o-sm a y CK19, referidas al nùm ero to ta l de céiulas marcadas 

con el respective anticuerpo en higado. * *  diferencias significativas con 

TC2; $$  diferencias significativas con TC3.
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Figura 26. Marcaje Inmunohistoquimico de albùm ina (a ) , a-sm a (b ), en cortes de higado de 

los ratones de terapia celular (nûcleos: azul; anticuerpos: ro jo ). (a ',b ')  FISH para el 

cromosoma Y en las mismas secclones en las que se reallzô el m arcaje Inmunohistoqulmico  

(nûcleos: azul; cromosoma Y: verde). (a " ,b " ) Colocalizaciôn de céiulas positivas para el 
respective anticuerpo y para el cromosoma Y.
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Figura 27. Marcaje inmunohistoqulmico de CK19 (a ) , CD45 (b ), en cortes de higado de ios 

ratones de terapia celular (nûcleos: azul; anticuerpos: ro jo ). (a ',b ') FISH para el cromosoma Y 

en las mismas secciones en las que se reallzô el m arcaje Inmunohistoqulmico (nûcleos: azul; 

cromosoma Y: verde). (a " ,b " ) Colocalizaciôn de céiulas positivas para el respective  

anticuerpo y para el cromosoma Y.
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Discusiôn

MODELO ANIMAL F e c ll'" '" /F e G ll" ''”  1

El desarrollo de modelos animales que reproducen parcial o totalmente 

enfermedades descritas en humanos constituye una herramienta util para 

profundizar en el conocimiento de las consecuencias patofisiolôgicas del defecto 

genético en el organisme a nivel globai, su etiologia, su evoiuciôn y también en la 

optimizaciôn de las terapias existantes y en la elaboraciôn de otras nuevas.

La PPE es una de las ocho enfermedades asociadas a alteraciones en la ruta 

de sintesis del grupo hemo denominadas porfirias y, aunque es una de las porfirias 

mas frecuentes, tiene una incidencia estimada de 1 6 2 de cada 10.000 habitantes; 

se engloba por tan to dentro de las calificadas como "enfermedades raras" (menos 

de 5 casos por cada 10.000 habitantes).

La sintomatologia caractenstica de esta enfermedad es la fotosensibilidad 

cutanea, présente en todos los pacientes con PPE, sin embargo, es la disfunciôn 

hepética la responsable del fenotipo mas grave que aparece en el 5-10% de estos 

pacientes. La enfermedad hepética es la responsable de la mortalidad que se da 

entre los pacientes con PPE y habitualmente permanece silente hasta el momento 

en que las posibilidades de tratam iento se ven limitadas a realizar un trasplante de 

higado.

Como se ha indicado en la introducciôn existen varios modelos animales que 

reproducen la sintomatologia présente en los enfermos de PPE. Entre estos modelos 

el raton es el ünico que présenta hepatopatia. La utilizaciôn de

este modelo de PPE nos permite, por lo tanto, estudiar el tercer objetivo planteado 

en este trabajo: analizar la eficacia del trasplante de médula ôsea sana en la 

prevenciôn y/o reversiôn de la enfermedad hepética a medio y largo plazo.
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1. Modelo animal Fech Pech Discusiôn

La disfunciôn hepética que padecen estos animaies inciuye fibrosis portai y 

periportai, acumulaciôn de protoporfirina en ei parénquima hepético y en los 

conductos biliares e hiperplasia regenerative. La edad de comienzo de ia 

hepatopatia es muy temprana y, como se ha descrito en trabajos anteriores, el 

trasplante de médula ôsea sana en animales jôvenes previene la progresiôn de la 

enfermedad hepética hasta etapas terminales y permite una cierta recuperaciôn de 

ia funciôn hepética y el inicio del proceso de regeneraciôn en el higado (Fontanellas 

y cols., 2000).

En estas condiciones de dano hepético crônico e inicio de un proceso de 

regeneraciôn nos encontramos con un modeio interesante para ei estudio de la 

capacidad de reclutamiento de céiuias madré de méduia ôsea sana desde ei higado 

de los animales enfermos y de su posible aportaciôn a los diferentes tipos celulares 

del tejido receptor, de manera que puedan contribuir a la mejoria y/o  recuperaciôn 

del ôrgano en cuestiôn.
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Discusiôn

ALTERAGIINES EIITROPOYÈTICAS 2

Todas las céiulas eucariotas tienen la capacidad de sintetizar hemo debido a 

la presencia ubicua de la ferroquelatasa, sin embargo, la disminucion en la 

actividad de la ferroquelatasa de los pacientes con PPE ocasiona la acumulaciôn de 

grandes cantidades de protoporfirina en eritrocitos debido a que el metabolismo de 

las porfirinas es especialmente activo en los eritroblastos (Anderson y cols., 2001). 

La protoporfirina acumulada atraviesa, gracias a su liposolubilidad, ia pared de los 

eritrocitos hacia el plasma y a esto se debe la fotosensibilidad grave que eu rsa con 

eritema, prurito, quemazôn y edema en las zonas de la piel expuestas a la luz 

(Anderson y cols., 2001). Ademas, la capacidad del higado disminuida para 

excretar la protoporfirina en la bilis contribuye al aumento de su concentraciôn en 

plasma, ademas de en el higado (Knobler y cols., 1989).

Cuando las porfirinas absorben luz entran en estado de excitaciôn y liberan 

la energia en forma de fluorescencia roja o mediante la generaciôn de especies de 

oxigeno reactivas que danan los tejidos; se produce peroxidaciôn de lipidos, 

oxidaciôn de aminoàcidos y entrecruzamientos de proteinas de la membrana celular 

(Sandberg & Romsio, 1981; Goldstein & Harber, 1972; de Goeij y cols., 1976). 

Todo esto ocasiona lesiones cutaneas mediadas por la fotoactivaciôn del sistema de 

complemento, la liberaciôn de histamina y factores quimiotacticos (Lim, 1989). Sin 

embargo, los mecanismos responsables de las alteraciones cutaneas propias de ia 

PPE no se conocen del todo. El ratôn PPE utilizado en este estudio reproduce esta 

vertiente clinica caractenstica de la enfermedad en humanos.
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En trabajos previos con el modelo murino de PPE se ha comprobado que, 

puesto que la protoporfirina se produce fundamentaimente en céiulas eritroides, el 

trasplante de médula ôsea en estos ratones es una terapia eficaz para dism inuir su 

acumuiaciôn en giôbulos rojos y plasma. Esta disminuciôn en la concentraciôn de 

porfirinas se traduce en una correcciôn de ia fotosensibiiidad de los ratones 

trasplantados (Fontanellas y cols., 2001).

Después de realizar la terapia celular comprobamos si ei injerto de ia médula 

ôsea sana habia sido eficiente. Para ello cuantificamos el porcentaje de céiulas de 

médula ôsea de origen donante en los animales receptores; mediante ia técnica de 

FISH se detectô un quimerismo aito, lo que significa que el trasplante fue correcto y 

la médula ôsea donante tuvo un alto nivel de injerto en los animales receptores. 

Estos datos coinciden con lo publicado hasta ahora en terapia ceiular y génica con 

este modelo animal (Pawliuk y cols., 1999; Fontanellas y cols., 2000; Richard y 

cois., 2001).

El injerto correcto de la médula ôsea donante tuvo como consecuencia una 

g ran eficiencia terapéutica del trasplante, puesto que el analisis por citometna de 

flu jo de las céiulas sanguineas circulantes de los ratones trasplantados mostrô una 

distribuciôn de fiuorescencia sim ilar a la de los ratones sanos control. Esta pérdida 

de fluorescencia, caracteristica de los eritrocitos que acumulan grandes cantidades 

de protoporfirina, es consecuencia del a porte de médula ôsea sana y de la 

eliminaciôn, por irradiaciôn, de la médula ôsea con fenotipo porfirico. Estos 

resultados también reproducen lo observado por trabajos précédantes (Richard y 

cols., 2001; Pawliuk y cols., 2005).
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2. A Normalizaciôn de las concantracloaes de
p erflrln as  en globules rejes y plasma

Como se ha indicado anteriormente, el modelo murino de PPE utilizado en 

este estudio présenta fotosensibilidad cutanea sim ilar a la que aparece en 

humanos; esta afectaciôn cutanea es consecuencia de la hiperprotoporfirinemia. 

Para hacer un seguimiento de la terapia celular en termines de correcciôn 

metabôlica se analizaron las concentraciones de protoporfirina en giôbulos rojos y 

en plasma a diferentes tiempos después del trasplante.

Hemos podido observer que en los 3 grupos de animales enfermos en los que 

se reallzô la terapia celular (TC2, TC3 y TC4), la concentraciôn de protoporfirina en 

giôbulos rojos se normalizô al cabo de 11 semanas después de recibir el trasplante 

de médula ôsea. Igualmente observâmes que la concentraciôn de porfirinas en 

plasma se habia reducido un 80% a las 3 semanas post-trasplante. Concretamente, 

en el grupo TC4 después de 18 semanas de trasplante la concentraciôn de 

porfirinas en plasma era tan sôlo el doble que en los contrôles sanos y 

aproximadamente un 2,5% de la observada en los contrôles enfermos (Tabla 1, 

Figura 14).

En los estudios de terapia celular y terapia génica realizados en este modelo 

animal se obtuvo también una normalizaciôn en la concentraciôn de protoporfirina 

en giôbulos rojos; sin embargo en el présente trabajo se ha observado una 

disminuciôn mayor en la concentraciôn de porfirinas en plasma (1,5 veces valor 

normal) respecto a otros estudios (10 veces valor normal) (Pawliuk y cols., 1999; 

Fontanellas y cols., 2000). El hecho de que la concentraciôn de porfirinas en plasma 

no se normalice completamente tras la terapia celular, aun cuando la correcciôn en 

eritrocitos es total, puede deberse a una posible contribuciôn por parte del higado 

que, en cualquier caso, séria minima en comparaciôn con la aportaciôn eritroide.

Puesto que la fotosensibilidad cutanea, asi como la disfunciôn hepética, son 

resultado de la acumulaciôn de porfirinas derivadas mayoritariamente de la se rie 

eritroide, podemos afirmar que, debido a la normalizaciôn de la concentraciôn de 

protoporfirina en eritrocitos y la gran disminuciôn de porfirinas en plasma obtenidas 

tras el trasplante de médula ôsea sana, éste constituye una terapia eficiente y 

duradera para tra ta r la vertiente cuténea de la enfermedad.
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2. B Correcciôn hematolôglca parcial tra s  ei tras p lan te  
de médnia ôsea sana

En algunos pacientes con PPE se han descrito alteraciones hematologicas 

leves como anemia leve con hipocromfa y microcitosis; la eritropoyesis no suele 

estar danada y el metabolismo del hierro habitualmente es normal (Lyoumi y cols., 

2007).

En el modelo murino de protoporfiria eritropoyética se ha descrito anemia 

microcitica leve a partir de un mes de edad (Tutois y cols., 1991). Esta anemia 

parece estar producida por un acortamiento en la vida de los giôbulos rojos como 

consecuencia de la desorganizaciôn y destrucciôn de las membranas celulares 

producidas por el elevado potencial oxidativo de la protoporfirina.

La determinaciôn de paramétrés hematolôgicos en el grupo control enferme 

ha confirmado estas alteraciones ya que, si bien el recuento de giôbulos rojos no 

mostraba diferencias estadisticamente significativas con un valor normal, la 

concentraciôn de hemoglobina, el hematocrito y el VCM estaban disminuidos 

respecto a los animales sanos (Tabla 2).

En los grupos de animales que recibieron un trasplante terapéutico el 

recuento de eritrocitos no difena de los recuentos en animales sanos ni en animales 

enfermos, aunque permanecia algo inferior al de los primeros. Tampoco se 

revelaron diferencias estadisticamente significativas con el grupo de contrôles 

sanos en los valores de hematocrito y de VCM en el grupo TC2 y en el valor de 

hematocrito en el grupo TC3 (Tabla 2).

Sin embargo, después de recibir un trasplante de médula ôsea sana y a pesar 

de que la concentraciôn de protoporfirina en giôbulos rojos se ha normalizado y que 

por lo tanto han disminuido la toxicidad y posible lisis de giôbulos rojos, la 

concentraciôn de hemoglobina continua disminuida respecto a los contrôles sanos. 

Esto puede deberse a que, como se ha indicado, el recuento de giôbulos rojos es 

inferior al normal, aunque no tenga significaciôn a nivel estadistico.
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En trabajos anteriores con este modelo animal, tanto de terapia celular con 

médula ôsea procédante de animales sanos como de terapia génica con médula 

ôsea corregida, los resultados respecto a la recuperaciôn hematolôglca de los 

animales receptores no son del todo homogéneos, a pesar de existir un elevado 

quimerismo en todos los casos (Fontanellas y cols., 2000; Fontanellas y cols., 

2001). Esto nos podria indicar alguna susceptibilldad particular de este modelo 

animal de PPE a la metodologia utilizada en los animales sometidos a irradiaciôn 

létal previa al trasplante terapéutico de médula ôsea que séria la causa de una 

incompleta restauraciôn en el recuento de giôbulos rojos.
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ALTERACIONES HEPATICAS 3

3.1 ALTERACIONES HEPATICAS. IMPLICACIONES DESDE EL 
PÜNTO DE VISTA DE LA PPE

Las alteraciones hepaticas constituyen una vertiente caracteristica de los 

pacientes con PPE y a parece n en aproximadamente un tercio de éstos, aunque 

dichas alteraciones son mayoritariamente leves y solo en un 5-10% de los 

pacientes con PPE se desarrolla enfermedad hepética grave (Libbrecht y cols.,

2003).

Se conoce que la acumulaciôn de protoporfirina en el higado es la causa 

principal de la hepatopatia cuando esta aparece, aunque no se sa be con exactitud 

la contribuciôn relativa de la médula ôsea y del higado a la cantidad de 

protoporfirina acumulada. La concentraciôn de protoporfirina en sangre y heces 

antes y después de recibir un trasplante de higado indica que los pacientes con PPE 

son heterogéneos respecto a la contribuciôn hepética a la producciôn y acumulaciôn 

de protoporfirina. En la mayoria de los pacientes el exceso de protoporfirina 

proviene de las céiulas de médula ôsea, pero hay pacientes en los que el higado y 

la médula ôsea contribuyen por igual y una minoria de pacientes en los que la 

sobreproducciôn de protoporfirina ocurre en el higado (Lamon y cols., 1980).

Independientemente de su origen, en un principio la sintesis elevada de 

protoporfirina es la responsable de su acumulaciôn en el higado, puesto que debido 

a su hidrofobicidad la protoporfirina es excretada por la bilis. Cuando la capacidad 

de eliminaciôn de la protoporfirina por la secreciôn biliar no es suficiente para
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elim inar toda la protoporfirina que se produce, esta se acumula, en parte, en forma 

de inclusiones cristalinas y llega a obstruir los conductos biliares pequenos, 

pudiéndose desarrollar cirrosis hepética de répida progresiôn, sobre todo cuando 

existe colestasis asociada.

Como ya se ha indicado, el modelo murino de PPE utilizado en este trabajo 

reproduce como caractenstica constante esta progresiôn de la enfermedad hepética 

més grave que presentan algunos pacientes con PPE.

Primeramente se discutiré sobre las consecuencias que la terapia celular 

con médula ôsea sana realizada en los ratones PPE pueda tener sobre la mejoria 

y/o correcciôn de la disfunciôn hepética caractenstica de esta enfermedad.

Seguidamente se trataré sobre la capacidad de reclutamiento por parte del 

higado danado de céiulas de médula ôsea y la contribuciôn de las mismas a los 

diferentes procesos fisiopatolôgicos observados en el higado tras la terapia celular. 

En este sentido se evaluaré el efecto del factor estimulante de colonias de 

granulocitos, con capacidad para aumentar el numéro de céiulas madré 

hematopoyéticas circulantes por movilizaciôn desde la médula ôsea, sobre estos 

procesos fisiopatolôgicos.
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3 . A . 1 Reducciôn significativa de porfirinas en el higado nueve meses 

después del trasplante de médula ôsea sana

Hemos indicado que la protoporfirina acumulada en el higado, bien de origen 

eritroide o bien de origen hepàtico, es la causante de la hepatopatia. En el modelo 

murino fch /fch  el exceso en la producciôn de protoporfirina proviene 

fundamentalmente del tejido eritroide, como ocurre en la mayona de los humanos, 

por lo que un trasplante de higado puede frenar la sobreproducciôn hepàtica de 

protoporfirina, si existe, y mejorar la excreciôn biliar de protoporfirina, pero al no 

corregir la deficiencia de la ferroquelatasa en médula ôsea, el higado trasplantado 

es susceptible de desarrollar dano de diversa gravedad como consecuencia de la 

producciôn de protoporfirina en el tejido eritroide. De esta forma, el trasplante de 

higado debena ser considerado como una terapia sintomàtica con un alto grado de 

recurrencia de la enfermedad (Metseiaar, 2007).

Debido a ésto, el trasplante de médula ôsea se présenta, tal como se ha 

discutido en el apartado de "Alteraciones eritropoyéticas", como un tratam iento 

eficaz para dism inuir la acumulaciôn de protoporfirina en sangre. Cabe pensar, por 

lo tanto, que una normalizaciôn en la concentraciôn de porfirinas en sangre pueda 

mermar su aportaciôn eritroide al higado y disminuir asi su acumulaciôn hepàtica.

Efectivamente la concentraciôn de porfirinas en el higado de los ratones 

enfermos trasplantados con médula ôsea sana disminuyô significativamente en 

todos los grupos terapéuticos: se redujo un 20% y un 50% en los grupos 

sacrificados 3 meses después de recibir el trasplante, con (TC3) y sin tratam iento 

con G-CSF (TC2) y en el grupo sacrificado 9 meses después de la terapia (TC4) 

pasô a ser 11 veces menor respecto a los ratones control fch /fch  (Tabla 3).

Estos resultados coinciden con lo observado en un trabajo anterior en el que 

se describiô que, cuando el in jerto se hacia en animales muy jôvenes, se revertia 

parcialmente la acumulaciôn de protoporfirina en el higado; esta acumulaciôn se 

reducia 4 veces después de 6 meses de trasplante (Fontanellas y cols., 2000). La 

mayor reducciôn en la concentraciôn de porfirinas en el higado observada en el 

présente estudio en el grupo TC4 se debe seguramente a la mayor duraciôn del 

periodo post-trasplante hasta el sacrificio del animal.
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3. A. 2 La actividad de ia ferroquelatasa en higado se duplica con la 

terapia celular

La actividad de ferroquelatasa determinada en higado de los ratones fch /fch  

fue aproximadamente un 10% de la actividad normal; este valor esté de acuerdo 

con lo descrito para este modelo animal (Tutois y cols., 1991). En los animales de 

los grupos TC2 y TC3 la actividad de la ferroquelatasa en higado no varié 

sustancialmente respecto a la actividad de los contrôles enfermos (Tabla 4).

Nueve meses después del trasplante con médula ôsea sana la actividad de la 

ferroquelatasa hepética se duplicô respecto a la actividad de los animales enfermos, 

siendo este aumento significativo aunque muy alejado de una actividad normal 

(Tabla 4).

Al no existir correcciôn de la ferroquelatasa en el higado no es esperable que 

su actividad hepética esté restaurada; sin embargo, la mejoria observada en esta 

actividad en el grupo TC4 podria deberse al aporte importante de céiulas de origen 

donante al higado, al que nos referiremos més adelante, y que podrian contribuir 

en cierto modo a una recuperaciôn parcial de la actividad de la ferroquelatasa. En 

cualquier caso, un aumento tan moderado en la actividad de la ferroquelatasa 

hepética no tendna consecuencias en cuanto a correcciôn fisiolôgica.

3. A.3 Recuperaciôn parcial de la funciôn hepética después de la
terapia celuiar

El anélisis bioquimico de los parémetros séricos de funcionalidad hepética 

mostrô alteraciones en los ratones fch /fch : elevaciôn de transaminasas, de 

fosfatasa alcalina y de bilirrubina, indicadores de lesiôn hepética, colestasis biliar y 

disfunciôn hepética (Tablas 5 y 6, Figura 17).

Estos valores variaron en menor o mayor grado en los ratones que 

recibieron el trasplante terapéutico. La tendencia general en los très grupos fue 

hacia la disminuciôn en la concentraciôn de transaminasas y de fosfatasa alcalina y, 

por lo tanto, reflejo de una reducciôn de la lisis de hepatocitos y de la retenciôn 

biliar. Sin embargo, el grado de mejoria esté en funciôn de la duraciôn del
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trasplante y del tratam iento recibido (con o sin G-CSF). Mientras que en el grupo 

TC2 la tendencia a la normalizaciôn es clara, con una reducciôn del 40% y 35% en 

AST y ALT y de 35% en la fosfatasa alcalina a las 11 semanas post-trasplante, el 

grupo de animales que recibiô el tratam iento con G-CSF no experimentô ninguna 

correcciôn en los valores de ALT y si una mejoria, aunque menor, en los valores de 

AST y fosfatasa alcalina. En el grupo TC4, sacrificado 9 meses después del 

trasplante, se mantuvo la tendencia y los valores patolôgicos se recuperaron en 

mayor medida que en el grupo sacrificado 3 meses después del trasplante.

En los très grupos la recuperaciôn de la bilirrubina fue marcada desde la 

séptima semana después del trasplante, lo que es también indicative del inicio del 

proceso de recuperaciôn de la funciôn hepàtica.

Estos datos bioquimicos estan correlacionados con la histologia del higado, 

donde se apreciô una concentraciôn de protoporfirina mayor en el grupo TC3 y 

donde la tendencia a la normalizaciôn, acompanada de una disminuciôn significativa 

del contenido de protoporfirina hepàtica, fue mayor en el grupo TC4 (Tabla 3).

Ya se describiô en trabajos anteriores la relaciôn existante entre la cantidad 

de pigmentaciôn negra en el parénquima hepàtico y en la luz de los conductos 

biliares, la tendencia a la normalizaciôn de la arquitectura del tejido hepàtico y la 

reducciôn de los valores anormalmente elevados de los parémetros bioquimicos en 

este modelo animal tras una terapia celular con médula ôsea (Fontanellas y cols.,

2000).

3. A.4 Pape! protector de la citocromo C oxidasa frente a la
citotoxicidad de la protoporfirina en los ratones jôvenes con 

PPE

Los mecanismos moleculares en el gen de la ferroquelatasa explican la 

sobreproducciôn de protoporfirina y la fotosensibilidad cuténea que aparecen en 

todos los pacientes con PPE, pero no explican el fenotipo con dano hepético grave, 

ya que existe gran heterogeneidad genética entre los casos més graves. Y por lo 

tanto, debe haber otros factores implicados en la patogénesis y desarrollo del dano 

hepético grave.
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Como se ha indicado, la ruta de excreciôn de la protoporfirina es biliar 

debido a su liposolubilidad (PIôsch y cols., 2002) y en el modelo murino de PPE su 

producciôn incrementada Neva a una acumulaciôn en el sistema biliar, que no es 

capaz de mantener el equilibrio entre producciôn-excreciôn. Meerman y 

colaboradores (1999) sugirieron que la proliferaciôn de los conductos biliares y la 

fibrosis présente en estos animales son el resultado de la formaciôn de bilis 

citotôxica con bajo contenido en lipidos y glutation y concentraciôn alta de 

protoporfirina, que podna causar citotoxicidad al epitelio biliar.

En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio se constatô un 

aumento en la actividad del complejo IV de la cadena respiratoria mitocondrial 

inducido por la acumulaciôn de protoporfirina. En el higado de ratones PPE de fondo 

genético BALBC/cJ, en los que el contenido en protoporfirina esta aumentado, se 

observé un incremento en la actividad de los complejos I, I I I  y IV de la cadena 

respiratoria mitocondrial y la ausencia de depleciôn de GSH, caractenstico este 

ultimo para metro de dano citotôxico mantenido. El aumento de la actividad de la 

cadena respiratoria mitocondrial sugiere una mayor producciôn de ATP que estan a 

ligado a procesos de regeneraciôn hepética y de neutralizaciôn del estrés oxidativo 

inducido por la acumulaciôn de protoporfirina (Navarro y cols., 2005).

La falta de regulaciôn de la cadena respiratoria mitocondrial podna ser pues 

uno de los factores implicados en la patogénesis y desarrollo del dano hepético 

grave.

En el présenté estudio se caracterizô un incremento en la actividad del 

complejo IV de la cadena respiratoria mitocondrial de los animales enfermos similar 

a lo descrito (Navarro y cols., 2005). En los cuatro grupos trasplantados se detectô 

un aumento significativo de esta actividad tras el trasplante de médula ôsea. Esto 

implica que el procedimiento de irradiaciôn y trasplante de médula ôsea puede 

inducir la actividad estudiada por si mismo, ya que el grupo control TC l présenta 

valores de actividad del complejo IV por encima de los contrôles enfermos de su 

misma edad (Tabla 8).

Este incremento observado en los grupos de terapia celular a corto plazo 

(TC2 y TC3), de entre 2 y 4 veces respecto a los contrôles sanos, apoyaria la idea 

del mecanismo compensatorio para evitar el estrés oxidativo y de esta manera 

estaria contribuyendo a una menor gravedad del dano hepético; nuestra hipôtesis 

se ve reforzada por la observaciôn de una actividad de la citocromo C oxidasa més
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inducida en el grupo TC2, donde las lesiones hepaticas son menos évidentes, que 

en el grupo TC3.

A los once meses de edad, la actividad de la citocromo C oxidasa esta 

aumentada respecto a la de animales de 4 meses tanto en contrôles sanos como 

enfermos, lo que nos indica una inducciôn de la misma causada por la edad. 

También el grupo TC4, sacrificado 9 meses después del trasplante, exhibe una 

actividad sim ilar a la de ambos grupos control de igual edad (Tabla 8).

Debido a los procesos de envejecimiento tiene lugar una excesiva producciôn 

de radicales libres en el organisme (Kasapoglu y Ozben, 2001) y podria ocurrir que 

el mecanismo protector que constituina la inducciôn de la cadena respiratoria 

mitocondrial para neutralizar la citotoxicidad de la protoporfirina se saturara en 

edades avanzadas por este exceso de especies reactivas de oxigeno. En estas 

circunstancias, la acumulaciôn excesiva de protoporfirina no aumentana una ya 

inducida actividad del complejo IV de la cadena respiratoria mitocondrial.

3. A. 5  Marcadores tumorales y PPE

Como se indicé en la introducciôn, la prevalencia de hepatocarcinoma en

pacientes con PPE es baja, aunque las alteraciones en el metabolismo del hemo 

favorecen la transformaciôn neoplàsica en el higado humano (Fracanzani y cols.,

2001).

En los ratones protoporfiricos se ha descrito el desarrollo de

hepatocarcinoma en edad avanzada (Libbrecht y cols., 2003). Se han estudiado las

concentraciones de cuatro marcadores tumorales, en homogenados de higado, que 

habitualmente se examinan para détecta r hepatocarcinoma y colangiocarcinoma.

Debido a que existen diferencias en las concentraciones de los marcadores 

tumorales estudiados entre los ratones control sanos y los ratones del grupo TC l 

(hembras sanas irradiadas y trasplantadas con céiulas de médula ôsea de machos 

sanos), las diferencias observadas entre los grupos de terapia celular y sus 

correspondientes contrôles pierden significaciôn biolôgica, por lo que hay que ser 

cauteloso a la hora de extraer conclusiones. Hemos estudiado las diferencias en las 

concentraciones de marcadores tumorales entre animales sanos y con PPE, ya que
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los estudios previos sobre la formaciôn de hepatocarcinoma en el modelo murino de 

PPE se hicieron a nivel de histologia y no a nivel molecular de marcadores 

tumorales (Libbrecht y cols., 2003).

A los cuatro meses de edad no existen diferencias en las concentraciones de 

los cuatro marcadores tumorales estudiados entre los ratones sanos y los ratones 

fch /fch . Estos resultados son esperables puesto que el proceso de 

hepatocarcinogénesis en ratones PPE es un proceso a largo plazo que sôlo conduce 

al hepatocarcinoma en edades avanzadas (Libbrecht y cols., 2003)

La concentraciôn de TNF- a no estaba modificada en los ratones con PPE a 

los 11 meses de edad; esto podna deberse a que este marcador no aumenta de 

manera clara hasta que no hay un tumor. Si se observaron diferencias en las 

concentraciones de AFP, CA19.9 y HGF entre los grupos control de 11 meses sanos 

y enfermos, siendo mayores las concentraciones de AFP y CA19.9 en los ratones 

con PPE y menor la concentraciôn de HGF en dichos ratones.

Sin embargo, a pesar de que si hay diferencias entre los animales sanos y 

con PPE de 11 meses, la informaciôn que aporta el marcador CA 19.9 es limitada 

debido a que su excreciôn es biliar. De modo que en estos ratones el aumento en la 

concentraciôn de CA 19.9 que se observa en el higado puede deberse en parte a la 

colestasis que sufren, ya que el CA 19.9 tendna dificultades para ser excretado por 

la obstrucciôn biliar y los resultados podnan estar distorsionados.

Mas interesantes son los resultados de AFP; el aumento en el contenido de 

AFP en el higado de los ratones con PPE de 11 meses es indicative de un posible 

proceso de hepatocarcinogénesis y el hecho de que tras el trasplante de médula 

ôsea su concentraciôn disminuya un 40% respecto a los contrôles enfermos podna 

apuntar a una cierta reversiôn en dicho proceso de formaciôn de hepatocarcinoma 

(Figura 18).

Aunque sabemos que estos ùltimos datos referentes a la terapia celular no 

pueden asegurarse debido a que el procedimiento del trasplante por si mismo 

altera las concentraciones de los marcadores tumorales.
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3. A. 6 Reversion parcia! de las alteraciones histolôgicas del higado

en ratones PRE trasplantados con médula ôsea sana

Se realize un estudio hlstopatoiôgico de! higado en les ratones fch /fch  y se 

encontre que este te jido presentaba fibrosis portai y periportal moderada. 

Aparecieron ocasionalmente focos de esteatosis y hepatocitos necrosados. Se 

encontraron depôsitos de protoporfirina en les canaliculos, en les conductos biliares 

y en las células de Kupffer. Estas caractensticas coinciden con le descrito en 

trabajos previos sobre histopatologia del higado en este modelo murino de PPE 

(Abitbol y cols., 2005; Libbrecht y cols., 2003; Tutois y cols., 1991).

En estudios previos (Fontanellas y cols., 2000) se correlacionô la gravedad 

del dano hepatocelular y la pérdida de hepatocitos con la cantidad de depôsitos de 

protoporfirina en el parénquima hepatico y en los conductos biliares pequehos, ya 

que, cuando la producciôn de protoporfirina excede a la que se utiliza en la sintesis 

del hemo y a su tasa de excreciôn biliar maxima, se acumula progresivamente en 

eritrocitos, higado y piel (Meerman y cols., 1999), siendo estos depôsitos hepàticos 

responsables de la colestasis y de la hiperbilirrubinemia.

Nuestros resultados corroboran esta relaciôn causa-efecto. La pigmentaciôn 

negra observada en los cortes histolôgicos, correspondiente a los depôsitos de 

protoporfirina, se redujo en todos los grupos de ratones enfermes que recibieron un 

trasplante de médula ôsea sana, aunque esta disminuciôn fue mayor en el grupo 

TC4. Estos resultados concuerdan con los datos bioquimicos correspondientes a 

cada grupo, ya que una mayor reducciôn en la concentraciôn de protoporfirina en 

homogenados de higado (Tabla 3) y una mayor recuperaciôn de los paramétrés 

séricos de funciôn hepatica (Tablas 5 y 6) se correlacionan con una mejona mas 

patente a nivel histolôgico y mener extensiôn de la fibrosis. Se ha descrito que la 

existencia de puentes de fibrosis porto-portales y porto-centrales, présentes en 

alguno de los animales que recibieron el trasplante, indica que la fibrosis tiene un 

origen m ixte biliar y parenquimal (Libbrecht y cols., 2003). El descenso en la 

concentraciôn hepatica de protoporfirina en todos los grupos terapéuticos (TC2, 

TC3 y TC4) podria explicar la reducciôn de la fibrosis observada, ya que la bills con 

alto contenido en protoporfirina puede producir por si misma fibrosis hepatica de 

origen bliar (Merman y cols., 1999).
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Al Igual que ocurre en los pacientes con PPE y enfermedad hepatica, se ha 

observado en este modelo murino una reaccion ductular atipica en las zonas porta 

y en la interfase del lobulillo consistente en cadenas arbôreas de células ovales, 

inmunorreactivas para la citoqueratina 19 (Libbrecht y cols., 2003). La activaciôn 

de las células ovales séria desencadenada por el dano y la pérdida de los 

hepatocitos o de las células epiteliales de los conductos biliares, caractensticas 

présentes en los ratones fch /fch  debido, como se ha indicado anteriormente, a la 

formaciôn de bills citotoxica con alto contenido en protoporfirina. Esto explicaria la 

proliferaciôn de conductos reactivos atipicos (Merman y cols., 1999). Esta reaccion 

ductular atipica esta présente también en los ratones que recibieron un trasplante 

de médula ôsea terapéutico (TC2 y TC4) y es mas profusa en el grupo de animales 

que recibiô el tratam iento con G-CSF (TC3).

En el higado de los ratones con PPE también hemos observado nôdulos 

regenerativos definidos y delimitados por una red de colageno, puesto de 

manifiesto con la tinciôn tricrôm ica de Masson. Estos nôdulos aparecen en el 

parénquima hepatico y estân formados por hepatocitos de mayor tamaho que 

representan displasia celular grande, mas frecuente en ratones de mayor edad. En 

las regiones periportales se observaron focos de displasia celular pequeha. El 

ma rca je  con citoqueratina 19 fue positive mayoritariamente en las areas 

periportales, coincidiendo con la distribuciôn de los focos de células de mener 

tamaho definidos como displasia celular pequeha. Estas alteraciones coinciden con 

las descritas en trabajos anteriores donde se caracterizô que hasta un 50% de los 

focos con displasia celular pequeha eran células ovales (Libbrecht y cols., 2003).

En el grupo sacrificado nueve meses después del trasplante (TC4) se 

constaté una reducciôn de la fibrosis, que fue mas difusa que en los animales 

control fch /fch  y que en los grupos TC2 y TC3. La estructura del parénquima 

présenté un aspecto normal, sin la presencia de nôdulos regenerativos, si bien, 

también se observé cierta reacciôn ductular atipica en las zonas portales aunque 

con menor extensiôn que en los otros grupos. Ya en trabajos con terapia celular en 

este modelo murino de PPE (Fontanellas y cols., 2000) se describieron una menor 

presencia y menor definiciôn de los nôdulos regenerativos en el higado de ratones 

receptores de médula ôsea sana.

En su estudio histopatolôgico del higado de ratones con PPE, Libbrecht y 

colaboradores (2003) describieron hepatocarcinogénesis y el papel que jugaba en 

este proceso la apariciôn de displasia celular pequeha y displasia celular grande
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como sucesos tempranos en el desarrollo tumoral. Relaclonaron la displasia celular 

pequeha con la presencia de células ovales y con un posible papel en la 

hepatocarcinogénesis, ya que observaron una mayor inmunorreactividad para 

citoqueratina 19 en los hepatocarcinomas encontrados en los ratones enfermes que 

en el parénquima circundante. Sin embargo, la displasia celular grande 

représentaria el proceso que conduce los hepatocitos hacia la senescencia y 

regeneraciôn por daho hepatocelular persistente.

El hecho de que el grupo de terapia celular sacrificado nueve meses después 

del trasplante présente menor extension de proliferaciôn de células positivas para el 

marcaje con citoqueratina 19 y menor presencia de nôdulos regenerativos esta 

relacionado con una disminuciôn en la concentraciôn de AFP medida en 

homogenado de higados y esto podria indicar cierta reversiôn o prevenciôn en el 

proceso de hepatocarcinogénesis a largo plazo.

En cualquier caso, el trasplante de médula ôsea sana en ratones fch /fch  

genera una serie de cambios en las caractensticas histolôgicas del higado de los 

animales receptores. Estos cambios apuntan a una mejona del tejido hepatico 

reflejada en una disminuciôn de los acümulos de protoporfirina, disminuciôn en 

extensiôn e intensidad de la fibrosis y menor frecuencia de nôdulos regenerativos y 

se correlacionan con los datos bioquimicos de funciôn hepatica y de 

concentraciones de porfirinas en glôbulos rojos, plasma e higado.
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3. B CÜNTRIBUCIdN BE LAS CÉLULAS BONANTES BE MÉBULA 
OSEA A LA FISIOPATOLOGiA HEPATICA BEL RATON CON 
PPE

3. B .l Plasticidad celular y daho hepatico

El ùnico tratam iento que existe en la actualidad para el fa Ho hepatico 

term inal es el trasplante alogénico de higado, pero su uso esta muy condicionado 

por la disponibilidad limitada de ôrganos donantes. De las otras alternativas al 

trasplante hepatico de ôrgano la que actualmente se considéra mas prometedora es 

el trasplante celular con hepatocitos. Sin embargo, aunque ûnicamente del 3-10% 

de hepatocitos funcionales puede ser suficiente para conseguir una mejona clinica 

apreciable de la salud del paciente, todavia es necesario adecuar las técnicas 

actuales para incrementar el rendimiento y la calidad de los hepatocitos obtenidos 

(Taléns-Visconti y cols., 2006).

Una buena alternativa para el trasplante celular séria la utilizaciôn de células 

troncales adultas, con la doble capacidad de dividirse ilim itadamente y de dar lugar 

a diferentes tipos de células especializadas. Las células troncales adultas estan 

présentes en tejidos u ôrganos adultos debido a que en el proceso de desarrollo 

normal de un organisme adulto tiene lugar un proceso continuado de divisiôn 

celular para mantener constante el numéro de células diferenciadas de 

determinados tejidos que estan sometidos a un proceso de desgaste natural 

causado por el envejecimiento, daho, enfermedad o muerte celular. Estas células 

madré adultas tendnan una capacidad pluripotencial que, en funciôn del medio en 

que se sitùen, podnan diferenciarse hacia células de diferentes linajes.

Entre las células madré adultas, las células progenitoras hepéticas tienen 

una gran capacidad para proliferar y dar lugar a hepatocitos maduros pero aün no 

existe una forma eficiente para purificarlas y conseguir un numéro suficiente de 

ellas.

Recientemente se han realizado numerosos trabajos sobre plasticidad 

celular, entendida esta plasticidad como la capacidad de las células madré adultas.
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bajo determinadas condiciones microambientales, de diferenciarse en células de 

tejidos distintos de aquél con el cual la célula madré se encuentra aparentemente 

comprometida (Taléns-Visconti y cols., 2006). En este proceso de conversion la 

célula pierde marcadores especificos de su funcionalidad original y adquiere 

marcadores y funciones relacionadas con su nuevo linaje.

La capacidad de determinadas células madré adultas para originar células de 

otro linaje amplia las posibilidades de estas células a la hora de utilizarlas con fines 

terapéuticos. La mayona de los tejidos contienen probablemente células madré 

adultas y, en este sentido, las células troncales mas accesibles y mejor estudiadas 

son las del sistema sanguineo debido a la sencillez en la recolecciôn de las 

muestras y al procedimiento de aislamiento celular, ademas de la versatilidad de 

las células obtenidas de médula ôsea para reparar tejidos dahados de muy diverses 

estirpes (Taléns-Visconti y cols., 2006).

Existen numerosos estudios que describen la capacidad de las células de 

médula ôsea total o bien de células madré hematopoyéticas o de células madré 

mesenquimales para producir distintos tipos celulares: de hueso, de cartilago, de 

pulmôn, neurales, cardiacas, adipocitos y hepatocitos en animales irradiados y no 

irradiados (Pereira y cols., 1995; Theise y cols., 2000; Lagasse y cols., 2001; 

Krause y cols., 2001; Tholpady y cols., 2003; Aire y y cols., 2004).

Se conocen muchos factores solubles diferentes capaces de regular la 

proliferaciôn y diferenciaciôn de las células hematopoyéticas. Algunos de estos 

factores pueden aumentar el numéro de células madré hematopoyéticas circulantes 

por movilizaciôn desde la médula ôsea, como el factor estimulante de colonies de 

granulocitos (granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF) (Liu y cols., 2006; 

Quintana-Bustamante y cols., 2006). Se ha descrito que el G-CSF aumenta la 

regeneraciôn hepatica en modelos animales cuando los hepatocitos ya estan 

estimulados y son sensibles a los factores de crecimiento, bien por hepatectomia 

parcial o bien por daho hepatico inducido quimicamente (Theocharis y cols., 1999). 

El G-CSF probablemente actua sobre otras citoquinas conocidas modulando la 

expresiôn de factores de crecimiento o de proto-oncogenes (Theocharis y cols., 

1999).

Se ha observado que cuando se administra G-CSF tras realizar un trasplante 

de higado aumenta la funciôn hepatica y que el G-CSF estimula la movilizaciôn de 

las células madré hematopoyéticas hacia la circulaciôn y su diferenciaciôn a
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hepatocitos a través del injerto de células ovales hepéticas y colangiocitos. De esta 

manera, las células madré hematopoyéticas podnan entrar en el higado en el érea 

del tracto portai y en las érea s de necrosis (Liu y cols., 2006). Este incremento en 

la regeneraciôn hepética favorecida por G-CSF se ha descrito también en otros 

trabajos en los que se realizô un trasplante de médula ôsea en un modelo de daho 

hepético causado por CCU (Quintana-Bustamante y cols., 2006). La movilizaciôn de 

células madré con G-CSF es, por tanto, una terapia potencial para incrementar la 

regeneraciôn hepética debido a su facilidad de tratam iento y a la universalidad de 

su aplicaciôn (Liu y cols., 2006).

Sin embargo, para que las células madré de médula ôsea manifiesten esta 

plasticidad celular y puedan originar células de linaje hepético, es necesaria la 

existencia de daho hepético, de forma que el ambiente genere una serie de sehales 

capaces de reclutar las células desde la médula ôsea (Quintana-Bustamante y cols., 

2006).

3. B .l.A  Interés del modelo murino de PPE para el estudio de orocesos de

plasticidad celular

La denominaciôn de terapia celular hace referenda al empleo de células con 

fines terapéuticos, de modo que su finalidad es sustitu ir o reparar la funciôn de las 

células 0 tejidos lesionados y consiste en trasplantar células individuales a un 

ôrgano receptor en cantidades suficientes para que sobrevivan y restauren la 

funciôn normal.

Se ha descrito que mediante el trasplante de médula ôsea en el modelo 

murino se consigue una reversiôn de la manifestaciôn cuténea

de la enfermedad debida a la correcciôn de las alteraciones eritropoyéticas 

présentes en la PPE (Fontanellas y cols., 2000). En el présente trabajo se ha 

observado dicha correcciôn y, puesto que la médula ôsea es uno de los dos tejidos 

principalmente afectados, el reemplazo de la médula ôsea déficiente por otra 

médula ôsea sana implica en si mismo una terapia celular para la PPE. Ademés, 

este trasplante de médula ôsea sana en los ratones con PPE inicia el proceso de 

regeneraciôn hepética y, como se indicô anteriormente, uno de los objetivos de 

este estudio es comprobar si dicho proceso regenerativo permite reclutar células 

madré de la médula ôsea de manera que contribuyan a mejorar la funciôn hepética.
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Los modelos expérimentales disponibles actualmente para el estudio sobre 

la contribuciôn de las células hepéticas progenitoras o de otras células progenitoras 

a la regeneraciôn hepética son diversos: daho hepético causado por hepatectomia 

parcial, hepatotoxinas quimicas varias, irradiaciôn, dietas tôxicas, generaciôn de 

transgénicos (ratôn déficiente para fuma ri I acetoacetato hidroxilasa); si bien, no 

todos estos modelos presentan alteraciones patolôgicas équivalentes a las 

encontradas en higados humanos (Kofman y cols., 2005).

El ratôn fch /fch  présenta hepatopatia sim ilar a la descrita en humanos desde 

las pocas semanas de edad, lo que lo convierte en un modelo de enfermedad 

hepética crônica de sumo interés para el estudio de la posible contribuciôn de las 

células madré de médula ôsea a la recuperaciôn de la funciôn hepética.

3. B.2 La médula ôsea douante contribuye a la reparaclôn hepatica
en el modelo murino de PPE

Existe un interés creciente en la dinémica de la patogénesis de la cirrosis 

hepética debido a que se ha detectado su posible reversiôn parcial en determinados 

modelos animales y en humanos (Forbes y cols., 2004). La cirrosis puede ser 

definida como la ultima consecuencia de la fibrosis en el parénquima hepético que 

résulta en la formaciôn de nôdulos y en una arquitectura y funciôn hepéticas 

alteradas. La fibrosis y la cirrosis son las consecuencias de una respuesta para 

reparar una herida sostenida producida por daho hepético crônico debido a diversas 

causas: virales, autoinmunes, inducidas por drogas, colestasis, enfermedades 

metabôlicas, etc (Friedman, 2003).

Los miofibloblastos son células ampliamente distribuidas en el organisme 

con caractensticas de fibroblastos y de células de musculo liso. Son células 

importantes que tienen una gran influencia en su ambiente debido a los receptores 

que poseen y a las sehales celulares que producen. Estén implicadas en 

crecimiento, diferenciaciôn, desarrollo y reparaclôn durante la respuesta 

inflamatoria. Tienen la capacidad de producir matriz extracelular y la 

sobreactivaciôn de miofibroblastos esté implicada en las enfermedades fibrôticas, 

entre ellas, la fibrosis hepética (Forbes y cols., 2004).
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Existen diversos trabajos en los que se estudia el origen de los 

miofibroblastos detectados en el higado tras daho hepatico y trasplante con células 

de médula ôsea o bien en casos de trasplante hepatico en los que aparecen 

miofibroblastos de origen extrahepatico (Forbes y cols., 2004; Kisseleva y cols., 

2006; Russo y cols., 2006).

Para estudiar si después del trasplante de médula ôsea en nuestro modelo 

de PPE existia reclutamiento de células de origen donante que contribuyera a la 

fibrosis hepatica, se évalué la presencia de miofibroblastos de origen de médula 

ôsea en los higados de los ratones de los grupos de terapia celular. En los ratones 

control sanos de este estudio solamente se localizaron miofibroblastos (células c- 

sma-positivas) asociados a vasos hepàticos, lo que coincide con la distribuciôn 

esperada en un higado sano (Russo y cols., 2006). En los ratones fch /fch  y en los 

grupos TC2 y TC3 se détectaron zonas inmunorreactivas para o-sma extensas, 

principalmente en areas portales y en algunos casos rodeando los nôdulos 

hepàticos. Esta distribuciôn es coincidente con la observada mediante tinciôn con 

tricrôm ico de Masson.

Existen trabajos en los que se ha concluido que después de un trasplante 

hepatico una proporciôn importante de miofibroblastos son de origen receptor y 

provienen de una fuente circulante. Estos miofibroblastos circulantes no 

reemplazarfan completamente a los miofibroblastos que se originan de la activaciôn 

de células hepéticas estrelladas, sino que existina un equilibrio dinémico entre las 

fuentes de miofibroblastos intrahepética y circulante en cada individuo, siendo 

importante la aportaciôn intrahepética en el desarrollo de la fibrosis (Forbes y cols., 

2004).

La proporciôn de miofibroblastos de origen donante observada en el higado 

de nuestros ratones con PPE después del trasplante de médula ôsea esté en torno a 

20-25%  del numéro total de miofibroblastos en los très grupos de terapia celular. 

En otros trabajos se ha descrito hasta un 70% de miofibroblastos que proceden de 

la médula ôsea después de producir daho hepético con CCU y tioacetamida (TAA); 

este porcentaje descende hasta un 16% cuando existe un periodo de recuperaciôn 

después del daho hepético (Russo y cols., 2006).

En los experimentos mencionados el origen de las células hepéticas 

estrelladas y miofibroblastos que aparecen en el higado y que son de origen 

donante se ha caracterizado y se ha comprobado que provienen de células madré
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mesenquimales, ya que segûn las células trasplantadas estén enriquecidas en 

células madré mesenquimales o hematopoyéticas el porcentaje de miofibroblastos 

de origen donante es de 53% u 8% respectivamente (Russo y cols., 2006). Esto 

podria explicar el hecho de que nosotros observemos en los grupos TC2 y TC3, (sin 

y con tratam iento con G-CSF), porcentajes similares en cuanto a miofibroblastos de 

origen donante, referidos al total de miofibroblastos, a pesar de que en el grupo 

TC3 se ha aumentado el numéro de progenitores hematopoyéticos circulantes 

(Figura 25).

Kisseleva y colaboradores (2006) han hecho otra aproximacion para estudiar 

la contribuciôn de la médula ôsea a la fibrosis hepatica: mediante trasplante de 

médula ôsea de un ratôn transgénico que expresa la GFP bajo un promotor de 

colageno y al que producen daho hepatico por ligadura de conductos biliares, 

detectan entre 5% y 10% de células donantes productoras de colageno referidas a 

la poblaciôn de células que contribuyen a la fibrosis. Estas células de origen 

donante causantes de fibrosis, denominadas fibrocitos, son una poblaciôn diferente 

a la que describimos en este trabajo, puesto que expresan CD45 y producen 

colageno pero no expresan o-sma (Kisseleva y cols., 2006).

El tipo de daho hepatico es déterminante a la hora de explicar la magnitud 

de la contribuciôn de la médula ôsea a la fibrosis hepatica. Por ejemplo, la ligadura 

de los conductos biliares produce un daho hepatico sim ilar a la fibrosis gradual que 

aparece en la enfermedad hepatica crônica y en ese caso dicha contribuciôn séria 

escasa (Kisseleva y cols., 2006).

En nuestro trabajo no hemos identificado el mecanismo por el que las 

células de médula ôsea donante originan miofibroblastos en el higado de los 

animales receptores. Se ha descrito transiciôn o diferenciaciôn de fibrocitos a 

miofibroblastos en un caso, en pulmôn (Kisseleva y cols., 2006), aunque no séria 

un proceso de transdiferenciaciôn puesto que los fibrocitos en la médula ôsea ya 

estarian determinados a producir colageno (Kisseleva y cols., 2006). En otros 

trabajos sobre tumores pancreaticos se describe aproximadamente un 25% de 

miofibroblastos de origen donante en el borde de los tumores y estos 

miofibroblastos serian resultado de un mecanismo de fusiôn con las células del 

tejido receptor (Direkze y cols., 2004).

Después de nueve meses de trasplante el analisis histolôgico de los ratones 

del grupo TC4 revel ô un tejido parcialmente recuperado y el analisis
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inmunohistoquimico con el anticuerpo o-sma mostro menor presencia de células 

que contribuian a la fibrosis hepatica; sin embargo, el aporte relative de células de 

origen de médula ôsea donante a la fibrosis hepatica no se modified 

significativamente respecte a los grupos TC2 (sacrificados très meses después del 

trasplante) y TC3 (sacrificados très meses después del trasplante y tratados con G- 

CSF), aunque fue algo menor (Figura 25). Esto indica que el aporte de la médula 

ôsea al proceso de reparaclôn hepatica no se vena modificado por la magnitud de 

esta reparaclôn.

3. B.3 La médula ôsea donante contribuye a la regeneraciôn hepatica
en e l modelo murino de PPE

3. B .3 . A C ontribuciôn de la m édula  ôsea a los o roaen itores  hepàticos en e l 

m odelo  m u rin o  de PPE

El proceso de regeneraciôn hepatica es la respuesta del higado al daho 

tisular. El higado tiene una gran capacidad de autorregenerarse mediante 

crecimiento compensatorio, pero en condiciones normales es un ôrgano con un 

grado de proliferaciôn relativamente bajo. En el proceso regenerativo del higado 

contribuyen todas las células maduras rémanentes en el higado. Ademas de 

hepatocitos y células no parenquimales, el higado contiene células troncales 

intrahepaticas que pueden generar células precursoras denominadas ovales. Todas 

las células proliferan para restablecer el te jido perdido, pero la velocidad de su 

respuesta es diferente y depende de la naturaleza del daho hepético; normalmente 

la replicaciôn de los hepatocitos existantes es el camino més répido y eficiente para 

restablecer la capacidad funcional del higado en un proceso de regeneraciôn y de 

reparaciôn hepética (Fausto, 2004). En este sentido el higado es un ôrgano 

diferente a otros, como pueden ser la piel y el epitelio intestinal, puesto que las 

células madré intrahepéticas constituyen un compartimente proliferative secundario 

mientras que las células completamente diferenciadas pueden proliferar fécilmente 

(Fausto y Campbell, 2003; Taléns-Visconti y cols., 2006).

Las denominadas células ovales expresan marcadores tanto de hepatocitos 

fetal es como de colangiocitos y son capaces de producir estos dos tipos celulares. 

Estas células ovales constituyen un compartimente transitorio de células 

progenitoras hepéticas; son una poblaciôn "am plificadora" transitoria derivada de 

una poblaciôn de células madré aun no bien caracterizadas, que se piensa que esté
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situada en el canal de Hering (Forbes y Alison, 2006). Las células ovales son 

inmunorreactivas también para anticuerpos que se han asociado clasicamente a 

linajes hematopoyéticos, aunque no se sabe con certeza si esto se debe a que 

existe un origen comun entre ambos tipos celulares o a que estos marcadores son 

expresados por todas las células madré independientemente de su origen (Fausto y 

Campbell, 2003).

Las células ovales normalmente se replican y diferencian a hepatocitos solo 

cuando la replicaciôn de hepatocitos adultos esta enteramente bloqueada (Fausto, 

2004). Se utiliza el térm ino de activaciôn de células progenitoras hepéticas o 

células ovales para designar el proceso por el que aumenta el numéro de células 

progenitoras y tiene lugar su diferenciaciôn hacia Imea hepética y /o  biliar (Roskams 

y cols., 2004). En modelos animales donde se ha producido hepatectomia parcial 

seguida de dano quimico las células ovales proliferan hasta llegar a constituir més 

del 50% de las células del higado (Fausto y Campbell, 2003).

Esta activaciôn y proliferaciôn de células ovales se ha descrito en el modelo 

murino de PPE, en el que se detectô la presencia de células ovales organizadas en 

estructuras ductulares arborizadas; esta proliferaciôn de células ovales se 

denomina reacciôn ductular atipica (Libbrecht y cols., 2003). En el présente trabajo 

hemos detectado dicha reacciôn oval en los très grupos terapéuticos, siendo mayor 

en el grupo TC3 (sacrificados très meses después del trasplante y tratados con G- 

CSF), donde constituye hasta ce rca del 50% de las células hepéticas.

La localizaciôn de estas células ovales en el higado de los ratones que 

recibieron el trasplante de médula ôsea sana era mayoritariamente portai y en 

algunos individuos del grupo TC3 esta localizaciôn se extendia a las zonas de 

interfase entre los lobulillos. Las células ovales aparecian siempre prôximas a las 

éreas donde se localizaban las células c-sma-positivas o miofibroblastos.

Para algunos autores la localizaciôn periductular o intraportal de las células 

ovales es consistente con la hipôtesis de que algunas de éstas podnan originarse de 

fuentes extrahepéticas, como por ejemplo de médula ôsea (Petersen y cols., 1999). 

Por ello, se han realizado estudios en los que, mediante diversos protocolos de 

daho hepético, sus autores buscaban determ inar si era posible que las células 

ovales fueran originadas a partir de médula ôsea. Menthena y colaboradores 

(2004), después de someter a los animales a très modelos de daho hepético y 

activaciôn y expansiôn de las células ovales (D-galactosamina,
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retrorsina/hepatectomia parcial y 2-acetilaminoflureno (2-AAF)/hepatectomia 

parcial), concluyen que ûnicamente el 1% de las células ovales tendnan su origen 

en la médula ôsea; por lo que las células ovales provendrian casi exclusivamente de 

progenitores hepàticos endôgenos.

En el présente trabajo hemos detectado un porcentaje considerable de 

células ovales, CK19-positivas, cuyo origen era la médula ôsea, como lo prueba el 

hecho de que se detectô el cromosoma Y hasta en un 40% de las células ovales del 

grupo TC3 (Figura 25). Esto nos indica que una parte importante de las células de 

médula ôsea reclutadas por el higado en el ratôn fch /fch  se derivan a la formaciôn 

de progenitores hepàticos y, por lo tanto, contribuye al proceso de regeneraciôn 

hepatica a través de la denominada reacciôn ductular atipica.

Recientemente se ha realizado un estudio en el que se detectô un porcentaje 

elevado de células ovales con origen en la médula ôsea en ratas sometidas a 

trasplante de médula ôsea y diversos tratam ientos de activaciôn de células ôvales 

(Oh y cols., 2007). Hasta un 20% de las células ovales coexpresaban marcadores 

donantes y los autores explican cômo en el caso de que las células ovales 

endôgenas estén inhibidas, una segunda poblaciôn de células ovales procedentes 

de la médula ôsea llegaria al higado y contribuina a la regeneraciôn hepatica.

Sin embargo, se conocen determinados datos a ce rca de la posible 

implicaciôn de las células ovales en procesos de hepatocarcinogénesis que 

complican la interpretaciôn del significado fisiolôgico global que pueda tener esta 

contribuciôn importante de las células de médula ôsea donante a la regeneraciôn 

hepatica.

Se ha sugerido recientemente que el carcinoma hepatocelular podria estar 

originado por la transdiferenciaciôn de células de medula ôsea. El carcinoma 

hepatocelular podria originarse a diferentes niveles dentro de la diferenciaciôn del 

linaje de células madré hepéticas (Wu y Chen, 2006). Se piensa que hay un riesgo 

incrementado de carcinogénesis en aquellos procesos en los que los hepatocitos se 

derivan de células ovales. Una de las causas séria que el numéro excesivo de ciclos 

de replicaciôn necesarios para la transiciôn célula oval/hepatocito incrementaria el 

riesgo de que se produjeran variaciones genéticas en los hepatocitos formados de 

esta manera (Fausto y Campbell, 2003). Por otra parte, no se ha establecido si los 

hepatocitos derivados de las células ovales son inmaduros, anormales o si tienen 

alto riesgo de transformaciôn.
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Ademas, se ha observado que en un modelo murino de cancer pancreatico la 

médula ôsea podna contribuir al ambiente tumoral también mediante una 

aportaciôn importante a la poblaciôn de miofibroblastos, aunque no se sabe si la 

médula ôsea contribuye al estroma del tum or como un mecanismo de defensa del 

huésped o si es reflejo del reclutamiento de células por parte de los tumores 

(Direkze y cols., 2004). En un modelo murino de metastasis hepatica se observé 

que los miofibroblastos se infiltra ban en las micrometastasis y producian 

crecimiento endotelial vascular y, por lo tanto, jugaban un papel pro-angiogénico 

(Forbes y cols., 2004).

Desde hace mucho tiempo se ha asociado el cancer con el daho tisular 

crônico, de manera que el crecimiento canceroso podria representar un proceso 

continuo de reparaciôn tisular 'des-regulada'. La transformaciôn maligna de los 

hepatocitos podna ocurrir en un contexte de inflamaciôn crônica y regeneraciôn. 

Ademas, algunos autores proponen que el carcinoma hepatocelular poco 

diferenciado podna estar originado a partir de células madré de médula ôsea y de 

células ovales y el carcinoma hepatocelular bien diferenciado se originana a partir 

de hepatocitos maduros (Wu y Chen, 2006).

3. B .3 . B Un D orcentaie  s ian ificativo  de hepatocitos provienen de la m édula  

ôsea donante  en los ratones con PPE trasp lantados

Como hemos indicado anteriormente, el higado tiene la capacidad de 

autorregenerarse y en condiciones normales la manera en la que tiene lugar esta 

regeneraciôn hepatica es a través de la proliferaciôn de los hepatocitos (Fausto,

2004).

En el modelo murino fch /fch  utilizado en este trabajo, la capacidad de 

proliferaciôn de los hepatocitos se encuentra limitada por la acciôn citotôxica de la 

bilis rica en protoporfirina y por la acumulaciôn de dicha protoporfirina en el 

parénquima hepatico. Por este motivo, se puede observer en el ratôn con PPE la 

activaciôn y proliferaciôn de las células ovales como principal mecanismo 

conducente a la regeneraciôn hepatica.
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Sin embargo, aunque esta parece ser la via prédominante de regeneraciôn 

hepatica en este modelo experimental, en este trabajo se ha detectado un 

porcentaje significative de hepatocitos originados a partir de la médula ôsea 

después del trasplante terapéutico.

En los ultimes ahos se han realizado numerosos trabajos cuyo objetivo era 

dilucidar si células madré de médula ôsea trasplantadas tenian la capacidad de 

generar hepatocitos en higados normales de ratones y en la mayona de los 

modelos de daho hepatico. En una gran parte de estos estudios los resultados 

muestran a lo sumo un 0,05% de hepatocitos de origen donante, respecte a los 

hepatocitos totales. En una minoria de trabajos este porcentaje supera el 1,5% y 

sôlo en el modelo murino (fumarylacetoacetate hydrolase protein) se ha

obtenido un porcentaje importante de hepatocitos derivados de médula ôsea, 

donde después de realizar un trasplante de médula ôsea mas del 30% de los 

hepatocitos eran de origen donante (Thorgeirsson y Grisham, 2006). En este ultimo 

modelo experimental la elevada proporciôn de hepatocitos con origen en la médula 

ôsea era resultado de la amplificaciôn del pequeho porcentaje de células de origen 

donante injertadas inicialmente; dicha amplificaciôn era consecuencia de la ventaja 

selectiva que presentaban las células de origen donante respecte a las células del 

animal receptor cuando se le suministraba una droga hepatotôxica (Wang y cols., 

2003).

Una de las conclusiones mas inmediatas que se deducen de los trabajos que 

se han realizado y se siguen realizando en el campo de la plasticidad celular es que 

las células de médula ôsea son una fuente importante de células no parenquimales, 

como las células de Kupffer y células endoteliales, y que el papel de la médula ôsea 

en la generaciôn de estas células dentro del proceso de regeneraciôn hepatica es 

mas significativa que la generaciôn de hepatocitos (Fausto, 2004).

Por estas razones, diversos autores concluyen que la formaciôn de 

hepatocitos a partir de células donantes de médula ôsea es un proceso ineficiente 

debido a que contribuyen minimamente a la formaciôn de hepatocitos bajo 

condiciones fisiolôgicas o patolôgicas, aunque si pueden proporcionar citoquinas y 

factores de crecimiento que promuevan la funciôn hepatica mediante mécanismes 

paracrinos (Thorgeirsson y Grisham, 2006).

En contraste con estos porcentajes de hepatocitos donantes publicados y, a 

excepciôn del modelo de tirosinemia (Wang y cols., 2003), en nuestro trabajo con
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el modelo murino fch /fch  se ha obtenido un porcentaje importante de hepatocitos 

de origen donante después del trasplante de médula ôsea sana. En el grupo TC2, 

sacrificados très meses después del trasplante de médula ôsea, ce rca del 10% de 

los hepatocitos examinados (reactivos frente al anticuerpo anti-albümina) eran 

cromosoma Y-positivos (Figura 25), lo que constituia un 2% de las células totales 

del higado. Este porcentaje aumentô significativamente con el tratam iento con G- 

CSF (TC3), llegando a un 27% de hepatocitos de origen donante, referidos al 

numéro total de hepatocitos examinados (Figura 25) y casi un 10% de las células 

totales hepéticas.

Este aumento en la contribuciôn medular a la formaciôn de células que 

expresan albumina en el grupo TC3 indica un efecto positive del tratam iento con el 

factor movilizador de células madré hematopoyéticas en el proceso de regeneraciôn 

hepética mediante formaciôn de hepatocitos.

Nueve meses después del trasplante de médula ôsea (TC4), la proporciôn de 

hepatocitos que eran de origen donante habia aumentado desde el 10% (TC2) 

hasta el 17% y, puesto que el parénquima hepético en este grupo terapéutico 

ocupaba mayor superficie que en los otros 2 grupos (TC2 y TC3), la contribuciôn de 

estas células de origen donante y con fenotipo de hepatocito representaba el 8% 

del total de las células hepéticas.

Una de las razones que pueden explicar la gran variaciôn que existe entre 

los resultados obtenidos en este trabajo y los resultados publicados hasta ahora, 

también altamente heterogéneos, es la utilizaciôn de diferentes técnicas para la 

identificaciôn de las células de origen donante.

En los trabajos donde se emplean técnicas de hibridaciôn in situ  para la 

detecciôn de cromosomas sexuales con el fin de discriminer entre las células del 

animal donante y las células del animal receptor, se han obtenido, en general, 

porcentajes mayores de implantaciôn de células de origen medular que en aquellos 

trabajos en los que se ha utilizado, por ejemplo, la expresiôn de GFP {g reen  

fluorescent p ro te in ). A esto hay que ahadir la utilizaciôn de factores de correcciôn 

en algunos trabajos debido a la imposibilidad de examiner la superficie compléta 

del nucleo o la no utilizaciôn de microscopia confocal para evitar asignar sehales de 

cromosoma Y a nucleos de células endoteliales o Kupffer que estén superpuestas a 

los hepatocitos (Fausto, 2004).
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Otro factor que condiciona los resultados observados en cuanto al fenômeno 

de plasticidad celular es el tipo de daho hepatico del nnodelo utilizado y el tipo de 

células trasplantadas. Se ha comprobado que las células madré mesenquimales 

pueden diferenciarse a células similares a hepatocitos maduros que nunca expresan 

genes especificos hepàticos tempranos, mientras que las células madré 

hematopoyéticas tienen una tendencia a diferenciarse a células troncales hepéticas, 

con una expresiôn creciente de AFP y una sehal decreciente de albumina (Taléns- 

Visconti y cols., 2006). Estos resultados indican que se podna modular el efecto de 

un trasplante de médula ôsea seleccionando el tipo de células que se trasplantaran.

Por ultimo, se conoce que las células hematopoyéticas y las células 

hepéticas no parenquimatosas derivadas de las células hematopoyéticas 

contribuyen al mantenimiento y al reemplazo de los hepatocitos por mecanismos 

indirectos que no implican la transformaciôn directa en hepatocitos, mediante la 

producciôn de citoquinas y factores de crecimiento que mantienen la diferenciaciôn 

y el crecimiento de los hepatocitos durante la embriogénesis y regulan la 

proliferaciôn y la funciôn de los hepatocitos en adultos (Thorgeirsson y Grisham, 

2006). Por lo tanto, es necesario separar los efectos del trasplante de células 

hematopoyéticas que estén mediados por factores de crecimiento y citoquinas 

secretados por las células trasplantadas y su progenie de células hepéticas no 

parenquimales de otros efectos que son dependientes de la transformaciôn de 

células hematopoyéticas en hepatocitos (Thorgeirsson y Grisham, 2006).

En cualquier caso, en el modelo murino de PPE hemos detectado un 

porcentaje elevado de células originadas de la médula ôsea donante implantadas en 

el higado de los animales receptores. Estas células de origen donante contribuyen a 

los procesos de reparaciôn y regeneraciôn hepética mediante la contribuciôn de 

miofibroblastos, hepatocitos y células ovales.

Considerando los datos que relacionan la proliferaciôn de células ovales con 

procesos de hepatocarcinogénesis y, puesto que en el modelo murino de PPE la 

médula ôsea contribuye de manera significativa a la formaciôn de células ovales en 

el higado, séria necesario investigar la evoluciôn de estas células ovales y su 

implicaciôn en la regeneraciôn hepética y su posible papel en la formaciôn de 

hepatomas.
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Sin embargo, hay que considerar que en nuestro estudio el trasplante de 

médula ôsea se realizô en ratones con ocho semanas de edad, a diferencia de 

trabajos anteriores en los que los animales sôlo tenian entre très y cuatro semanas 

de edad (Fontanellas y cols., 2000); esto implicaria que en el momento de recibir el 

trasplante de médula ôsea la enfermedad hepatica esta ria en una fa se mas 

avanzada y, por lo tanto, la proliferaciôn de los hepatocitos estana comprometida, 

de manera que se favorecena el proceso de regeneraciôn hepatica a través de la 

proliferaciôn de células ovales. De manera que, dada la importante contribuciôn de 

la médula ôsea en este modelo animal a otros tipos celulares como los hepatocitos, 

y para asegurar que el trasplante de médula ôsea no sôlo revierte las alteraciones 

eritropoyéticas, sino que también previene las hepéticas, séria conveniente realizar 

el trasplante de médula ôsea antes de que el dano hepético sea tan extenso, 

cuando el parénquima hepético aun esté en condiciones de iniciar el proceso de 

regeneraciôn hepética sin la necesidad de recurrir a los progenitores hepéticos.
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Corolario de Resultados

1. El trasplante de médula ôsea sana en ratones fch /fch  évita la sobreproducciôn 

de protoporfirina en la Imea eritroide y como consecuencia se normalize la 

concentraciôn de porfirinas en plasma.

2. La normalizaciôn en las concentraciones de porfirinas en glôbulos rojos y en 

plasma debida al trasplante de médula ôsea sana tiene como consecuencia 

una disminuciôn en la acumulaciôn hepatica de protoporfirina.

3. La disminuciôn en la concentraciôn de porfirinas en sangre y en higado esta 

correlacionada con una mejona en la estructura histolôgica del higado y todo 

esto promueve una recuperaciôn de la funciôn hepatica. Esta mejona es 

mayor después de nueve meses de trasplante.

4. Una mayor actividad de la citocromo C oxidasa esta correlacionada con una 

mejona hepatica a nivel histolôgico y funcional en ratones jôvenes fch /fch  y 

de los grupos de terapia celular a corto plazo.

5. Nueve meses después del trasplante de médula ôsea sana la concentraciôn de 

alfa-fetoproteina se redujo considerablemente y esta disminuciôn se 

correlaciona con una mejona de la estructura y funciôn hepéticas.

6. El tratam iento con G-CSF conlleva una mayor presencia de células 

productoras de fibrosis hepética en los animales receptores de médula ôsea 

sana.

7. Las células de médula ôsea donante contribuyen a la poblaciôn hepética de 

miofibroblastos. Esta contribuciôn es sim ilar en los très grupos de terapia 

celular y parece independiente de la extensiôn de la fibrosis.

8. La mayona de las células de origen donante reclutadas por el higado 

contribuyen a la poblaciôn de células ovales y, por lo tanto, al proceso de 

regeneraciôn hepética. Esto sugiere que la proliferaciôn de células ovales 

endôgenas esté bloqueada, lo que favorece el reclutamiento de células madré 

de médula ôsea que contribuyen a la reacciôn oval.
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9. Se observa en este modelo murino de PPE un elevado porcentaje de 

hepatocitos originados a partir de células de médula ôsea donante. Esto indica 

que la proliferaciôn de hepatocitos endôgenos puede estar inhibida o muy 

comprometida, posiblemente debido al efecto tôxico de la protoporfirina en el 

higado.

10. La administraciôn de G-CSF incrementa el anidamiento de células de médula 

ôsea donante en el higado y su diferenciaciôn a hepatocitos. Sin embargo, ni 

los para metros séricos de funciôn hepatica ni el analisis histolôgico del higado 

de los ratones que recibieron el tratam iento con G-CSF, reflejan un efecto 

terapéutico de este mayor reclutamiento cuando se compara con los ratones 

que no recibieron dicho tratam iento y con la misma duraciôn del trasplante.

11. Existe un claro anidamiento de células madré de médula ôsea donante en los 

animales receptores y estas células persisten en su nuevo nicho nueve meses 

después del trasplante.

12. A pesar del reclutamiento importante de células madré de médula ôsea sana 

desde el higado, la recuperaciôn hepética de los animales fch /fch  

trasplantados es parcial. Esto puede deberse a que la concentraciôn de 

protoporfirina en el higado, aunque disminuida, continua siendo lo 

suficientemente elevada como para producir hepatotoxicidad y seguir 

promoviendo la reparaciôn y la regeneraciôn hepéticas.

13. En este sentido, el trasplante de médula ôsea sana en ratones fch /fch  a una 

edad més temprana podria traducirse en una mayor prevenciôn y/o mejoria 

de la funciôn hepética.
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Conclusiones

00 El traspiante con médula osea sana en ratones fch /fch  constituye una terapia 

celular adecuada para revertir las alteraciones eritropoyéticas présentas en 

este modelo. Como consecuencia de la disminuciôn de la smtesis eritroide de 

protoporfirina, su concentraciôn hepatica decrece, lo que conduce a una 

mejona en la estructura y funciôn del higado.

00 Existe un reclutamiento Importante de células de médula osea desde el higado 

de los animales receptores. Estas células de médula osea contribuyen a la 

reparacion del tejido hepatico, mediante mecanismos de fibrogénesis, y a la 

regeneraciôn hepatica, a través de la formaciôn de progenitores hepaticos y 

hepatocitos.
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