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El prondstico de muchas enfermedades ha cambia-
do en los Ultimos afos debido a los grandes cambios
que ha habido en el campo de los trasplantes y parti-
cularmente en el trasplante ortotépico de higado
(TOH)1-2,

El TOH es una técnica de gran envergadura que
estd complicada por la existencia de diversos proble-
mas, entre los cuales hay que destacar la falta de
6rganos de donantes, la necesidad absoluta que tie-
nen los enfermos de usar fdrmacos inmunodepreso-
res de forma crénica y los costes elevadisimos aso-
ciados con este tipo de tratamientos.

En los afos 70 Rugstad4 y Mukherjee y Krasner®
fueron los primeros en trasplantar hepatocitos en
ratas con una enfermedad genética de base hepdati-
ca. El primero de los trabajos no tenia como objetivo
el tratamiento de la enfermedad, sino el estudio de la
funcién de las células trasplantadas; baséndose en
esto, el trabajo de Krasner comenzé a explorar el
potencial terapéutico del trasplante. De esta manera,
se abrié el campo del trasplante de hepatocitos como
una posibilidad alternativa al trasplante ortotépico
de higado, encaminada a superar los grandes pro-
blemas de la falta de donantes y a reducir el tiempo
de espera para trasplante de pacientes candidatos a
trasplante de higado, ya sea por fallo hepdético
agudo o por enfermedades metabdlicasé-19.
Asimismo, el interés por el uso de hepatocitos fetales
ha ido en aumento en los Gltimos tiempos y diversos
trabajos han demostrado que fragmentos fetales
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trasplantados en bazo se mantienen y proliferan20.21
y los hepatocitos fetales aislados y trasplantados no
sufren procesos de desdiferenciacién, lo cual consti-
tufa una de sus grandes desventajas tedricas?2,

Numerosos estudios han demostrado las posibili-
dades del trasplante hepatocelular (THC) como
soporte hepdtico en diversas situaciones y han contri-
buido a ampliar el conocimiento existente sobre
diversas caracteristicas de las células hepdticas, como
su capacidad de regeneracién, diferenciaciéon y
muchos de los mecanismos moleculares que determi-
nan el comportamiento y evolucién de los hepatocitos
trasplantados23-29,

El THC ofrece algunas ventajas considerables,
cuando se compara con el trasplante ortotépico de
higado30:

- Es menos invasivo que el TOH y puede ser rea-
lizado con anestesia local.

- Se pueden emplear células procedentes de un
donante para varios receptores y un solo receptor
puede recibir células de varios donantes diferentes.

- Las células pueden ser criopreservadas, lo cual
permite su uso en el momento adecuado, y pueden
ser manipuladas genéticamente con mds facilidad
gue un érgano completo.

- El uso de células permite, en determinados casos,
el trasplante autélogo, es decir, el trasplante de célu-
las obtenidas del higado del propio enfermo después
de una manipulacién genética ex vivo. Esta Gltima
estrategia parece permitir la correccién de deficiencias



enzimdticas y mejorar los sintomas de la enfermedad
o incluso curar al enfermo3!.

La posibilidad de criopreservacion es de gran
interés32-33, puesto que permitiria a los enfermos con
una hepatitis fulminante ser trasplantados sin necesi-
dad de esperar un donante, lo cual en ocasiones es
causa de muerte. Los hepatocitos criopreservados y
descongelados mantienen intacta su funcionalidad a
pesar de la disminucién de viabilidad ocasionada
por estos procesos34- 36,

Diferentes grupos de trabajo han demostrado que
los hepatocitos aislados son capaces de sobrevivir en
localizaciones anatémicas ectépicas, como el bazo,
el tejido adiposo, pulmén y cavidad peritoneal37-40.
Dentro de estas localizaciones, el bazo es considera-
do como una de las mds adecuadas para el implan-
te de hepatocitos desde los tempranos trabajos del
grupo de Mito41-43, Es un érgano capaz de alojar un
nimero relativamente grande de hepatocitos, su
situacién anatémica es adecuada ya que se encuen-
tra en el eje esplenoportal y, en caso de rechazo,
puede ser extirpado sin peligro para la vida del
receptor. Los hepatocitos trasplantados en bazo, ade-
mds, migran al higado a través de la vena porta y
una vez alli son capaces de entrar en el parénquima
hepdtico y mantenerse en el mismo.

El THC se asocia con una morbi-mortalidad
menor que el TOH y puede ser usado como un
soporte temporal en casos de hepatitis fulminante y
cirrosis, y como un soporte permanente en el caso de
errores congénitos del metabolismo?2244, Asi y todo,
el THC tiene limitaciones como la mayoria de las
medidas terapéuticas y cuestiones que deben ser
dilucidadas, como el momento adecuado para la
realizacién del trasplante y el nUmero de células a
implantar para que la medida sea realmente eficaz.
Estas y otras preguntas relacionadas con la funcio-
nalidad de las células, su capacidad de regeneraciéon
y la prevencién de rechazo, son motivo de estudio
por varios grupos de investigacién. Asi, es importan-
te el establecimiento de técnicas y métodos para con-
seguir una supervivencia y funcionalidad éptima de

Tratamiento de enfermedades genéticas de base hepatica mediante terapia celular

REVISION

los hepatocitos en su lugar de implante, y el estudio
de THC en diferentes modelos de enfermedad con el
fin de dilucidar las enfermedades en que se puede
usar esta terapéutica y la consecucién de fuentes
alternativas de hepatocitos43-49,

Como hemos sefalado con anterioridad, uno de
los principales campos de aplicacién del THC serd,
con toda probabilidad, el tratamiento de enferme-
dades genéticas de base hepdtica. Existen varios
modelos animales de enfermedades metabdlicas
hepdticas, de entre los cuales consideramos particu-
larmente atractivos dos, ya que tienen un equivalen-
te prdcticamente idéntico en humanos: se trata de la
rata analbuminémica Nagase (NAR) y de la rata
hiperbilirrubinémica Gunn (GHR).

La NAR es una raza mutante de Sprague-Dawley.
Es portadora de una mutacién consistente en la
delecion de 7 pares de bases de uno de los intrones
del gen de la albumina, cuyo resultado es la sintesis
de un mRNA defectuoso. El animal es hipoalbumi-
némico, con valores de 0,004 g/dl en lugar de 3,5
g/dl en ratas normales. Es un modelo de hipoalbu-
minemia, una enfermedad poco frecuente, cuya pre-
valencia es menor de 1/1.000.000. Los sintomas de
la enfermedad son hiperlipidemia, fatiga moderada
y edemas. No es una enfermedad grave y se puede
controlar mediante una dieta adecuada. El trasplan-
te intraesplénico de hepatocitos, ya sean adultos o
fetales, suministra la proteina que falta y corrige al
menos en parte el déficit?242, Ademds, se ha com-
probado que ni los hepatocitos adultos ni los fetales
se malignizan.

La GHR es un modelo experimental del sindrome
de Crigler-Naijjar50. Es una raza mutante de la Wistar
y es portadora de una mutacién puntual que consis-
te en la delecién de un residuo de guanosina en el
exén 1V, cuyo resultado es la falta de actividad bili-
rrubina-UDP-glucuronosil transferasa. Esto da lugar
a la aparicién de niveles séricos de bilirrubina muy
elevados que pueden alcanzar los 20 mg/dl. El sin-
drome de Crigler-Najjar y el defecto en la GHR se
heredan de forma autosémica recesiva, que en su
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forma homocigota causa kernicterus y muerte tem-
prana del paciente. La enzima que falta en este sin-
drome (la bilirrubina-UDP-glucuronosil transferasa)
es detectable al final del periodo de gestacién en la
rata y alcanza los niveles adultos a partir de un mes
de vida extrauterinad'; es detectable el mMRNA corres-
pondiente a partir del dia 13 de gestacién42.

El THC, tanto adultos como fetales, es capaz de
suministrar la enzima y normalizar los niveles séricos
de bilirrubina52.

El comportamiento de los hepatocitos fetales y
adultos trasplantados, en lo que se refiere a adapta-
cidén a su nuevo ambiente, presenta algunos matices
interesantes y que pueden desempenar cierto papel
en cuanto a su aplicacién terapéutica. Los hepatoci-
tos fetales trasplantados no comienzan a expresar
funciones especificas hepdticas inmediatamente des-
pués del trasplante, tal y como hacen los adultos; de
esta manera, ambos tipos celulares expresan una
funcionalidad méxima en momentos diferentes y
también su patrén de expresion de diversos genes es
diferente en el tiempo224252, En ambos modelos
experimentales, los hepatocitos trasplantados proli-
feran en su lugar de implante. Nuestro grupo ha
estudiado este fenémeno mediante la determinacién
de la actividad de la enzima timidina-quinasa y la
presencia de PCNA.

La timidina-quinasa es una enzima de la ruta de
las pirimidinas que cataliza la fosforilaciéon de timi-
dina a timidina-5'-monofosfato. Su actividad y los
niveles de mRNA varian dependiendo de la fase del
ciclo celular en un nimero elevado de células de
mamiferos. Bajo condiciones normales, no es
detectable en fluidos extracelulares ni en plasma,
mientras que cuando hay una proliferacién celular
muy activa sus concentraciones se elevan extraordi-
nariamente.

El PCNA (antigeno nuclear de proliferacién celu-
lar) es una proteina auxiliar de la DNA polimerasa
delta y es expresado en la fase G1, a través de la
fase S y durante la mitosis, e indica por tanto la
situaciéon proliferativa de la célula.
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Los estudios realizados han demostrado que la
tasa de proliferacién de los hepatocitos trasplantados
es baja; éste es un detalle de gran trascendencia en
la aplicacién terapéutica de la técnica, ya que para
que funcione de manera éptima seria necesaria una
elevada tasa de repoblacién del higado receptor por
las células trasplantadas, para lo cual es esencial
desarrollar un método que proporcione una ventaja
selectiva de proliferacién a las células trasplantadas
con relacién a las del higado receptor53-55,

Entre los métodos utilizados, merece cierta conside-
racién el que emplea retrorsina y triyodotironina6-59,
La retrorsina (RS) es un alcaloide de la familia de las
pirrolicidinas que se une al DNA y se puede emplear
para inhibir la capacidad de replicacién de los hepa-
tocitos del higado del receptoré0. Aunque en el
campo de la prdctica clinica el uso de la RS y de otros
compuestos con el mismo efecto es peligroso, ya que
pueden dar lugar a procesos tumorales, merece la
pena explorar la posibilidad de inhibir la divisiéon de
los hepatocitos huésped y provocar la de los tras-
plantados por los beneficios que se pueden despren-
der para el desarrollo de estrategias de uso clinico.

El uso de la hormona tiroidea T3 se basa en su
efecto mitogénico sobre los hepatocitos y otros tipos
celularesé1-67,

Oftros dos puntos de mdxima relevancia en este
campo son el control del rechazo y la posibilidad de
generar tolerancia inmunolégica a los trasplantes. Los
hepatocitos alogénicos provocan una respuesta simi-
lar a la observada con el TOH, es decir, las personas
trasplantadas con hepatocitos necesitan terapia inmu-
nosupresora de por vida68-6? igual que cualquier otro
trasplantado.

Es comprensible, por tanto, que la investigacién enca-
minada a encontrar nuevos fdrmacos inmunosupresores
es continua, aunque, por el momento, sélo ha tenido un
éxito limitado. En la actualidad, se trabaja con diversas
aproximaciones experimentales, entre las cuales merecen
destacarse las que se basan en el papel que desempena

el timo en los procesos fisiolégicos de rechazo y de gene-

raciéon de autotolerancia70.71,
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El timo es el 6rgano en el que células proceden-
tes de la médula 6sea se transforman en linfocitos
T maduros, capaces de generar respuestas inmu-
nes. Este ha sido el motivo de que diferentes grupos
de investigadores estén explorando la posibilidad
de inducir tolerancia inmunolégica mediante la
inyeccién intratimica de diferentes tipos celulares y
antigenos’2-78,

Nuestro grupo ha estudiado el efecto del tras-
plante intratimico de hepatocitos alogénicos’9.80, En
estos estudios, el animal receptor fue la GHR y el
donante, la rata Fisher 344. La inyeccién intratimica
de 10 millones de hepatocitos provocé un aumento
notable de la subpoblacién linfocitaria CD4+, al
tiempo que la subpoblacién CD4+/CD8+ disminuia
72 horas después del trasplante. Estas mismas
poblaciones CD4+ y CD4+/CD8+ no cambiaron en
sangre periférica. Los hallazgos nos animaron a
comprobar si se trataba de células y si aparecian
poblaciones linfocitarias implicadas en procesos de
regulacién de autotolerancia. En efecto, pudimos
determinar que las poblaciones CD4+ eran también
linfocitos maduros CD3+ y CD25+, lo que indica
gue estdn implicadas en los fenémenos reguladores
a los que haciamos referencia. En este estudio pudi-
mos comprobar que en un grupo de animales que
fueron inmunodeprimidos 24 horas antes del tras-
plante intratimico, los hepatocitos sobrevivieron
durante 6 semanas, tanto en los lébulos timicos
como en los ganglios linféticos adyacentes al timo.
Este fenémeno no ocurrié en animales que no habi-
an recibido ciclosporina A, previamente al implante.

TRASPLANTE D€ HEPATOCITOS PARA
LA CORRECCION DE ENFERMEDADES
HEPATICAS. EXPERIENCIA CLINICA

Y PERSPECTIVAS

Después de mds de 20 afos de trabajo experi-
mental, el THC se estd empezando a abrir paso en la
clinica para el tratamiento de diferentes enfermeda-
des del higado81.82 y la correccién de enfermedades
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hereditarias de base hepdtica mediante trasplante
intrauterino de hepatocitos en diferentes estados de
desarrollo. Los Gltimos estudios sugieren que el THC
es prometedor para el tratamiento de pacientes con
enfermedades hepdticas.

Los primeros THC con fines terapéuticos se realizaron
en los afos 70 y no fueron para tratar enfermedades
hepéticas sino para el tratamiento de inmunodeficiencia
grave y enfermedad de Fabry83.84, En estos casos, los
hepatocitos se usaron como sustitutos de células de
médula ésea.

En 1992, M. Mito y su grupo, pioneros en este
campo, publicaron los datos referentes al THC en 10
pacientes con distintas enfermedades hepdticasss.8¢.
Hubo claras pruebas de la supervivencia de las célu-
las en dos casos, pero en el resto resulté dificil
demostrar la eficacia real del trasplante.

Hacia ese mismo tiempo, J. Wilson y su grupo uti-
lizaron la técnica del THC para el tratamiento de
varios pacientes con hipercolesterolemia familiar por
falta de receptores de LDL87.88. Este constituyé el pri-
mer protocolo de terapia génica dirigida al higado,
ya que los pacientes fueron sometidos a una hepa-
tectomia parcial y sus propios hepatocitos fueron
manipulados genéticamente y autotrasplantados.
Este procedimiento demostré la falta de complicacio-
nes que provoca el THC, pero la correccién metabé-
lica fue modesta en todos los casos.

Otros investigadores han trasplantado hepatoci-
tos alogénicos a pacientes con diversas enfermeda-
des genéticas de base hepdtica, entre ellas déficit de
ornitina-transcarbamilasa, deficiencia de alfa-1-anti-
tripsina, enfermedades por almacenamiento de glu-
cbégeno, enfermedad de Refsum y sindrome de
Crigler-Najjar de tipo89-94.

Todos estos trabajos han demostrado que el
THC constituye un procedimiento seguro cuyo
resultado es la mejoria del paciente o la mejoria de
diversos pardmetros relacionados con la enferme-
dad. Asi y todo, no cabe duda de que el trasplan-
te de hepatocitos debe superar un ndmero de pro-
blemas antes de convertirse en un procedimiento
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[i]

de rutina. Como ya se ha visto, no estd clara, por

ejemplo, la cantidad necesaria de células ni el
momento éptimo para el trasplante, dos pardme-
tros de la méxima trascendencia.

En cualquier caso, no parece existir duda alguna
sobre el potencial terapéutico de las diferentes moda-
lidades de trasplante hepatocelular y terapia génica
dirigida al higado; otras técnicas, como el uso de célu-
las madre, también parecen abrirse paso en el campo
del tratamiento de las enfermedades hepdticas?.96.
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