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Biología molecular y celular de las células troncales hepáticas  

Las células troncales se definen por su con capacidad de automantenimiento y por la 

potencialidad de generar tipos celulares diferenciados. El hígado posee una notable 

capacidad regenerativa; frente a un daño extenso o reiterado la regeneración se produce 

por la activación de las células troncales hepáticas. Estas células se originan durante la 

embriogénesis hepática y se mantienen latentes durante toda la vida adulta del 

individuo. La historia del estudio de las células troncales hepáticas ha estado marcada 

por diversas controversias en torno a su existencia, su origen e identificación. Objetivo: 

aislar, identificar y caracterizar células troncales hepáticas y evaluar la potencialidad de 

la utilización de éstas como herramienta en el tratamiento de enfermedades 

degenerativas del hígado. Resultados: las células troncales/progenitoras hepáticas 

(LSPC) de rata expresaron OC2, OC3 y Thy-1, y fueron capaces de proliferar (dando 

origen a las células tipo ovales) cuando se cultivaron in vitro en presencia del factor de 

crecimiento de hepatocitos (HGF). La expresión de EpCAM de las LSPC de ratón se 

utilizó como criterio de selección para su aislamiento. La subpoblación EpCAM (+) 

presentó (por PCR en tiempo real) una expresión significativamente superior de 

citoqueratina 19, Claudina3, alfa-fetoproteína y Dlk-1. La subpoblación EpCAM (+) 

mostró una distribución espacial característica de secuencias repetitivas 

pericentroméricas y un patrón  homogéneo de acetilación (K14, K23) y metilación (K9) 

de la histona H3. Las células EpCAM (+) fueron capaces de anidar en el bazo y migrar 

hacia el hígado luego del trasplante intraesplénico en ratones. Conclusión: las células 

EpCAM (+) presentan un patrón de expresión de genes característico y una 

organización nuclear particular que se correlaciona con el carácter troncal que se les 

atribuye a las LSCP. En este trabajo se presenta un método sencillo y eficiente para 

aislar LSPC de ratón. 
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Palabras clave: Células troncales, EpCAM, Células troncales hepáticas, Células ovales,  

Trasplante celular, carácter troncal.  

Molecular and cellular biology of liver stem cells 

Stem cells are defined by their capacity of self-renewal and by the potential to give rise 

to differentiated cell types. The liver has a remarkable regenerative capacity; when the 

damage is extended or repeated the regeneration is carried out by the activation of the 

liver stem cells. These cells are originated during the hepatic embryogenesis and they 

stay latent during the whole life of the individual. The history of the study of liver stem 

cells was characterized by controversies around their existence, their origin and 

identification. Objective: to isolate, identify and characterize liver stem cells and to 

evaluate their potential use as tools for the treatment of degenerative disorders of the 

liver. Results: the liver stem/progenitor cells (LSPC) from rat expressed OC2, OC3 and 

Thy-1, and they were capable of proliferate (giving rise to oval-like cells) when they 

were cultured in vitro in presence of hepatocyte grow factor (HGF). The expression of 

EpCAM by the LSPC was used as selection criteria for the isolation. The sub-

population EpCAM (+) showed (by Real-time PCR) a significantly superior expression 

of citoqueratin 19, claudin3, alpha-fetoprotein and Dlk-1. The sub-population of 

EpCAM (+) cells presented a characteristic spatial distribution of the repetitive 

sequences peri-centromeric and a homogeneous pattern of acetylation (K14, K23) and 

methylation (K9) of the histone H3. The EpCAM (+) cells were able to home in the 

spleen and migrate to the liver after the intra-splenic transplant in mice. Conclusion: 

EpCAM (+) cells exhibit a characteristic pattern of gene expression and a distinctive 

nuclear organization that correlate with the stemness attributed to LSPC. In this thesis, I 

present a simple and efficient method to isolate mouse LSPC. 

Key words: Stem cells, EpCAM, Liver stem cells, oval cells, cell transplant, Stemness.
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Abreviaturas 

2-AAF: 2-acetilaminofluorano. 

ADN-FISH: Hibridación fluorescente in situ de ADN. 

AFP: alfa-fetoproteína. 

ALB: albúmina. 

ARN-FISH: Hibridación fluorescente in situ de ARN. 

ARNi: ARN de interferencia. 

BFU-E: unidades formadoras de brotes eritroides. 

BMP: proteínas morfogenéticas del hueso. 

CCL4: tetracloruro de carbono. 

CFSE: carboxifluoresceina-diacetato-succinimidil-ester. 

CK19 o K19: citoqueratina 19. 

Cldn3: Claudina3. 

CNS: sistema nervioso central. 

Cp: punto de cruce. 

CSC: células troncales cancerosas (Cancer Stem Cells) 

Dlk-1: Delta-like leucine zipper kinase-1. 

Dpc: días post coitum. 

DPPIV: di-peptidil-peptidasa IV. 

EC: criptorquidia inducido experimentalmente. 

EGF: factor de crecimiento epidérmico. 

EMT: transición epitelial-mesenquimal (Epithelial-to-Mesenchymal Transition) 

EpCAM: Molécula de adhesión celular epitelial (Epithelial Cellular Adhesion 

Molecule). 
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ESC: células troncales embrionarias (Embrionic Stem Cells). 

FACS: separación de células activada por florescencia. 

FHM: fracción hemopoyética. 

FHP: fracción hepática. 

FISH: Hibridación fluorescente in situ (Fluorescent in situ hybridization). 

FT: factores de transcripción. 

G6P: glucosa-6-fosfatasa. 

GAPDH: gliceral-dehídro-3-fosfatodeshidrogenasa. 

GPI: glicosil-fosfatidil-inositol. 

HBSS: solución tampón salina de Hank (Hank´s buffer saline solution). 

HCC: carcinoma hepatocelular. 

Hem: células progenitoras hemopoyéticas. 

Hep: hepatocitos maduros. 

HEPES: solución tampón de ácido hidroxietil-piperazina-etanosulfónico. 

HGF: factor de crecimiento de hepatocitos. 

HSC: células troncales hemopoyéticas. 

ICM: macizo celular interno del blastocisto. 

INCUCAI: Instituto Nacional Central Único Coordinador de Ablación e Implante. 

iPS: células troncales pluripotentes inducidas (induced Pluripotent Stem). 

LSPC: Células troncales\progenitoras hepáticas (Liver stem/progenitor cells). 

MACS: Separación de células asistida magnéticamente (Magnetic Assisted Cell 

Separation). 

MAPK: proteínas quinasas activadas por mitógenos (Mitogen Activated Protein 

Kinases). 

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

PBS: solución tampón fosfato salino. 

PFA: Para-formaldehído. 

Real Time-PCR: PCR en tiempo real. 

RT-PCR: PCR con transcriptasa reversa. 

TGF-β: factor de crecimiento transformante beta. 

UFC: unidades formadoras de colonias. 

UFC-GM: unidades formadoras de colonias granulocíticas-macrofágicas. 

UFC-ME: unidades formadoras de colonias megacariocíticas. 

α1-aa: α1-antitripsina. 
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Introducción 

1. Células troncales 

 
Las células troncales, Stem Cells en inglés, se definen como aquellas células con 

capacidad de automantenimiento y con la potencialidad de generar tipos celulares 

diferenciados 4. 

El término célula troncal apareció por primera vez en la literatura en 1868, fue 

introducido por el eminente biólogo Alemán Ernest Haeckel para describir al antecesor 

unicelular de los organismos pluricelulares 5. Haeckel fue unos de los principales 

impulsores de la teoría de la recapitulación, la cual sostiene que el desarrollo 

embrionario de cada especie (ontogenia) repite completamente la historia evolutiva de 

dicha especie (filogenia). Si bien esta teoría ha quedado desacreditada en la actualidad, 

permitió que en el año 1877 Haeckel, basándose en esta teoría, propusiera que el oocito 

fertilizado o cigota (que da origen a todas las células del organismo también a los 

tejidos extraembrionarios) también sea llamado célula troncal 6. 

Hacia fines del siglo XIX el término célula troncal fue ganando mayor aceptación en el 

contexto de las discusiones fundamentales para la embriología, como lo fue la discusión 

sobre la continuidad del germoplasma (para describir lo que hoy conocemos como 

células troncales de la línea germinal) o aquellas sobre el origen del sistema 

hemopoyético 6. Los trabajos de Till y McCulloch en la segunda mitad del siglo XX 

permitieron identificar por primera vez a las células troncales hemopoyéticas 7(HSC, 

por sus siglas en inglés). Estos autores introdujeron por primera vez el método de 

inyección intra-esplénica de células de la médula ósea para identificar el número de 

unidades formadoras de colonias (UFC) presente en una suspensión de células de la 
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médula ósea. A partir de los experimentos realizados, estos autores concluyeron que una 

pequeña proporción de las células totales de la médula ósea son células primitivas 

capaces de anidar en el bazo, proliferar, diferenciarse y dar origen dentro de una misma 

colonia a todos los linajes hemopoyéticos7. 

En el final del siglo XX y comienzos del XXI, nuestros conocimientos sobre células 

troncales ha progresado substancialmente, y se han identificado en casi todos los tejidos 

adultos 5.Por ejemplo, han sido descriptas células troncales somáticas en la piel 8, el 

sistema nervioso central 9,10, la médula ósea 11, el hígado 12,13, el intestino 14, el músculo 

esquelético 15,16 y el corazón 17. 

Las células troncales poseen potencialidad variable, y sólo la cigota y los descendientes 

de sus primeras dos divisiones son totipotentes, es decir capaces de dar origen al 

embrión y al trofoblasto de la placenta 18. A partir de las divisiones subsiguientes, las 

células comienzan a especializarse. En ratones, a los 3,5 días de gestación las divisiones 

asimétricas de células polarizadas de la mórula dan origen a las células pluripotenciales 

que forman el macizo celular interno del blastocisto (ICM) 19. Estas células son 

pluripotentes, dado que son capaces de dar origen a todas las células del organismo pero 

incapaces de producir un embrión ya que no pueden de formar la placenta y los tejidos 

de soporte 18. A partir de las células del ICM se produce la diferenciación en los 

distintos linajes (ectodermo, mesodermo, endodermo) y por ende todos los tipos 

celulares de los órganos y tejidos fetales y adultos del individuo; incluyendo a las 

células progenitoras tejido-especificas y a las células primitivas de la línea germinal 20. 

Durante el desarrollo embrionario, las células originadas en el ICM del blastocisto 

proliferan, migran, anidan, proliferan nuevamente y se diferencian para generar los 

tejidos de los distintos órganos que constituirán al individuo adulto 21. Las células 

troncales y progenitoras tejido específicas embrionarias dan origen en el adulto a las 
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células troncales del adulto o somáticas. Es muy poco lo que se sabe sobre las 

características de las células en estadíos intermedios de diferenciación, es decir entre la 

etapa de blastocisto y la de células troncales somáticas tejido/órgano especificas, que 

ocurre aproximadamente en la etapa de néurula 11. 

Las células troncales somáticas se caracterizan por ser multipotentes. Estas células son 

capaces de producir un rango limitado de linajes diferenciados, apropiados para su 

localización 18,22,23. Las células troncales del intestino delgado, por ejemplo, pueden 

producir los cuatro linajes celulares locales (Paneth, caliciformes, enterocitos y 

enteroendocrinas)24, mientras que las células troncales del sistema nervioso central 

(CNS) son capaces de generar neuronas, oligodrendrocitos y astrocitos 25. En el hígado 

se encuentran células troncales bipotenciales, que dan origen a colangiocitos y 

hepatocitos 26. Las células troncales de cada órgano han evolucionado en paralelo y, en 

todos los casos, la presión de selección ha favorecido la formación, el establecimiento y 

el mantenimiento de compartimientos de células cuya función primordial es la 

regeneración de tejidos tanto en condiciones normales (homeostasis) como en respuesta 

a daños externos. Es decir, todos los tipos de células troncales poseen características 

funcionales diferentes. Por esto, cuando estudiamos una población de células troncales, 

es importante siempre tener en cuenta las características fisiológicas y evolutivas 

propias además de sus atributos generales de célula troncal. Así es que hoy en día, el 

término célula troncal es utilizado para describir distintas poblaciones celulares que se 

caracterizan por sus atributos funcionales 27. Está ampliamente aceptado que los 

atributos funcionales que caracterizan a las células troncales deben estar apoyados por 

programas moleculares que permitan llevar a cabo sus funciones 28,29, pero es 

importante mantener presente que no se ha encontrado un único programa genético 

común que controla las propiedades de células troncales diferentes 27,30. 
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Las células troncales de un tejido particular son una población (potencialmente 

heterogénea) de células que se caracterizan por: 

 Ser funcionalmente indiferenciadas. Son células que no expresan 

marcadores específicos de un tejido, por lo cual no son las células 

funcionales de dicho tejido. 

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

 Son capaces de proliferar. Las células troncales mantienen su capacidad 

de proliferación a lo largo de toda la vida del individuo. Sin embargo, 

estas células están generalmente en estado quiescente y sólo proliferan 

cuando son activadas, reingresando al ciclo de división celular. 

 Automantener la población. Las células troncales son capaces de 

dividirse simétricamente originando dos células hijas iguales, como así 

también asimétricamente dando lugar a una célula idéntica a sí misma y 

otra que sufre un proceso de diferenciación. Como resultado del  proceso 

de división asimétrica, el tamaño de la población de células troncales se 

mantiene estable a lo largo del tiempo 23. 

 Producir progenies indiferenciadas. Las células troncales pueden dar 

origen a las células progenitoras, también conocidas como células 

proliferativas transitorias o progenitoras comprometidas. Son células 

altamente proliferativas e indiferenciadas, que van adquiriendo 

marcadores de diferenciación a medida que proliferan y dan origen a las 

células funcionales de órganos/tejidos. A diferencia de las células 

troncales, estas células no son capaces de automantener la población. 
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 Participar en la homeostasis y en la regeneración de tejidos. Las células 

troncales pueden ser activadas luego de un daño, participando en el 

proceso de reparación 4,31. 

Idealmente, para que una célula sea considerada troncal debería satisfacer todos estos 

criterios, sin embargo la flexibilidad y reversibilidad en el uso de las mencionadas 

características es un requerimiento adicional. En la práctica una célula o población 

celular es categorizada como troncal cuando posee sólo algunas de estas características, 

si bien no todas tienen la misma significación. Así, por ejemplo, no podría categorizarse 

a una célula como troncal solamente porque tiene capacidad de proliferar, o solamente 

porque es indiferenciada. Las células troncales embrionarias (ESC) (Embrionic Stem 

Cells, en inglés), son células pluripotentes derivadas de las células del ICM del 

blastocito. Las ESC se pueden expandir indefinidamente en cultivo, al mismo tiempo 

que mantienen su pluripotencialidad 32-34. Bajo condiciones de cultivo especificas, estas 

células son capaces de diferenciase en diferentes tipos celulares 35. Los factores de 

transcripción 36 Oct4, Sox2 y Nanog son claves para el mantenimiento de la 

pluripotencialidad de las ESC, los cuales funcionan en un circuito regulatorio que 

silencia la expresión de FT claves requeridos para la diferenciación y activan la 

expresión de genes que son importantes para el mantenimiento de la pluripotencia 37-40. 

El trabajo pionero del grupo de Yamanaka, introduciendo Oct3/4, Sox2 

(sorprendentemente sin la necesidad de Nanog) más c-Myc y Klf4 mediante vectores 

virales en fibroblastos de ratón, produjo una revolución en el campo de las células 

troncales con la creación de las células iPS (las siglas en inglés de induced Pluripotent 

Stem)41. El potencial de esta tecnología es muy grande y día a día se encuentran nuevas 

aplicaciones que van desde terapias celulares hasta el estudio de nuevos fármacos 42. 

Pero más allá que los FT en sí mismos, ciertas proteínas que están implicadas en la 
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remodelación de la estructura de la cromatina también cumplen una función importante 

determinando la accesibilidad de los FT al ADN 29,43. En efecto, los mecanismos 

epigenéticos son un factor clave en el mantenimiento de la pluripotencia y en la 

diferenciación a distintos linajes 44. La cromatina de las ESC posee diferentes 

características especificas, que la distinguen de aquella en células somáticas y en células 

diferenciadas 45. 

2. Nicho de las células troncales 

Como se mencionó anteriormente, las células troncales se caracterizan por su capacidad 

de anidar en un ambiente apropiado, esto implica que debe haber un lugar de residencia 

o nicho de las células troncales. Si bien esta definición de nicho podría satisfacer el 

concepto arquitectónico del mismo 46, esta descripción es exigua puesto que la simple 

ubicación espacial de las células troncales no es suficiente para definir al nicho. Es 

necesario considerar además el conjunto de interacciones de las células entre sí y con 

los demás componentes del ambiente donde se alojan 47. Es así que el concepto de nicho 

hace referencia a un conjunto de características espaciales y funcionales; el nicho de 

células troncales es una entidad y una función46,48. El nicho modula el número y el 

destino de las células troncales, soporta su automantenimiento, inhibe o activa la 

diferenciación en las situaciones fisiológicas normales, patológicas y en respuesta a una 

injuria 49. A pesar de las diferencias particulares, la arquitectura global del nicho parece 

tener componentes básicos que son distintivos en todos los tipos de nichos. Esta “lista 

de partes” hipotética incluye a la célula troncal en sí misma, que varía según el tipo de 

nicho; las células estromales de soporte, que también son variables e interaccionan 

directamente con la célula troncal y entre ellas mismas; moléculas solubles producidas 

local o sistémicamente (factores de crecimiento, hormonas, citoquinas); proteínas de la 

matriz extracelular, que proveen estructura, organización y transmiten diversas señales 
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externas (como mecánicas y eléctricas) al nicho; vasos sanguíneos, que permiten el 

reclutamiento de células inflamatorias y otras células circulantes al nicho; y entradas 

nerviosas que comunican señales fisiológicas distantes al microambiente de las células 

troncales 22. 

Los principales atributos que definen a las células troncales se refieren a su 

comportamiento potencial; este carácter troncal no es una cualidad “presente o ausente” 

en una célula dada, sino más bien una sucesión de comportamientos potenciales 50,51. 

Mientras más atributos de los ya citados tenga una célula, más probable será que se 

comporte como una célula troncal 52. Como ya mencionamos, las células troncales 

cultivadas in vitro se encuentran en un estado bivalente, caracterizado por una dinámica 

de activación/represión de genes vinculados con diferenciación y pluripotencialidad, 

aún en estado quiescente53-55. La respuesta de las células troncales al conjunto de 

señales de diferenciación, automantenimiento, proliferación y muerte que reciben 

permanentemente y de manera conjunta depende del estado específico (tanto intrínseco 

como extrínseco) en el que se encuentra cada célula troncal en cada momento53. 

El estado intrínseco de las células troncales está regulado en gran medida por 

componentes epigenéticos, algunos ya mencionados, y otros como los micro ARN 

(miRs), cuya relevancia en la regulación de la expresión génica de las células troncales 

cobra cada día mayor relevancia. O´Connell y colaboradores aislaron células Lin- 

(linaje-, es decir que carecían de la expresión de 14 proteínas de superficie que son 

marcadores de los diferentes linajes de células sanguíneas maduras), c-Kit+ (también 

llamado CD117), Sca1+ (siglas en inglés de stem cell antigen-1); y a partir de éstas, 

identificaron miRs específicos de HSC. Luego transfectaron células de la médula ósea 

CD45.1+ con vectores retrovirales con las secuencias de cada uno de los 11 miRs 

identificados como propios de las HSC. Finalmente, realizaron experimentos de 
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repoblación competitiva, en ratones CD45.2+ irradiados, utilizando como control 

células CD45.1+ transfectadas con vectores vacíos. Cuatro meses después de la 

inyección de células, analizaron muestras de sangre periférica y observaron que las 

células transfectadas con 3 de los miRs aislados (miR-125b-5p, miR-126-3p, miR-155) 

tenían una ventaja adaptativa para injertarse y repoblar en la médula ósea receptora 56. 

Este experimento, entre muchos otros 50,51,57,58 que muestran la modulación de la 

respuesta ante los estímulos ambientales por parte del estado interno sustenta un 

concepto muy interesante por el cual el carácter troncal de una célula sería un estado 

más que un tipo celular en sí mismo. Es decir, un estado modulado por la interacción de 

las señales locales del microambiente (proteínas, moléculas de unión, poblaciones 

celulares vecinas, presión de fluidos, etc.) y el estado intrínseco (receptores de 

membrana, componentes del citoesqueleto que permiten realizar divisiones asimétricas, 

factores de transcripción, patrón epigenético, etc.) en el que se encuentran las células. 

De todo esto se desprende el concepto de que una célula troncal no es una entidad 

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

equilibrio entre su estado interno y la interacción con su ambiente, su nicho 48. 

3. Desarrollo embriológico del hígado 

El hígado de los vertebrados se desarrolla a partir del endodermo del intestino anterior. 

El llamado endodermo intestinal definitivo se alinea inicialmente en la superficie 

ventral del embrión. El dominio anterior-ventral del endodermo del intestino anterior es 

un tejido multipotente que da origen al hígado, pulmones, tiroides y la parte ventral del 

páncreas 2,59.  

Estudios de rastreo de destino celular, utilizando tinciones vitales en distintos estadíos 

del desarrollo, mostraron que la región pre-hepática existe en dos dominios laterales 

separados del endodermo ventral y en el endodermo ventral medial. Estas células 
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progenitoras hepáticas migran hacia la región medial ventral y se unen durante el 

desarrollo 60. 

La organogénesis del hígado es inducida en el endodermo por las señales convergentes 

del factor de crecimiento para fibroblastos (FGF) y la proteína morfogénica  del hueso 

(BMP). Estas señales provienen de, al menos, tres orígenes mesodérmicos diferentes: el 

mesodermo cardíaco, el septo transverso mesenquimático y células endoteliales (Figura 

I.1). La primera señal inductiva se origina a partir del mesodermo cardíaco y provoca la 

activación de genes específicos del hígado (Albúmina y Gata4, que codifica para un 

factor de transcripción) y la proliferación del endodermo hepático naciente 61. Un 

experimento clásico realizado por Le Douarin, utilizando embriones de pollo, mostró 

que el mesodermo cardíaco, que está transitoriamente superpuesto con el que será 

posteriormente el endodermo hepático, provee señales que son cruciales para inducir a 

los progenitores hepáticos en el endodermo 62. Para profundizar estos experimentos y 

conocer a fondo los mecanismos subyacentes, aislaron el endodermo ventral del 

intestino anterior y el mesodermo cardíaco de embriones de ratón, y lo cultivaron in 

vitro bajo condiciones que permiten la inducción hepática 63. Estos experimentos 

mostraron que entre ambos tejidos existen señales que por un lado favorecen la 

Células endoteliales 

Mesénquima del septo transverso 

Mesodermo cardíaco 

Brote hepático 

Endodermo 
intestinal 

Figura I.1: La organogénesis y el desarrollo del brote hepático esta inducido por las 
señales convergentes de, al menos, tres tejidos de origen mesodérmico (recuadros). 
Extraído y modificado de Zhao 1. 
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hepatogénesis y por otro inhiben la activación de genes hepáticos en regiones del 

endodermo que darán origen a otros tejidos. Más tarde, estudios más detallados usando 

este mismo sistema permitieron demostrar que los inhibidores de la señalización de FGF 

bloquean la inducción hepática mediada por el mesodermo cardíaco 64. También se 

mostró que, a bajas concentraciones, el tratamiento con FGF induce la expresión 

temprana de genes hepáticos en explantos de endodermo que fueron cultivados en 

ausencia de mesodermo cardíaco 64. 

Los genes de albúmina 65 y alfa-fetoproteína (AFP) están entre los primeros que se 

expresan durante la diferenciación hepática en mamíferos 65. Estos genes comienzan a 

expresarse en el estadío de 7 somitas, el equivalente a 8,25 días post coitum (dpc) en 

ratones 64. Durante el desarrollo hepático, los progenitores bipotenciales que co-

expresan ALB/AFP son llamados hepatoblastos y son capaces de diferenciar en 

hepatocitos y células de los conductos biliares 66-68. AFP fue descubierta en los años 60 

por Garri Abelev 69,70, tiene una estructura similar a la ALB y el gen que la codifica 

mapea en tándem con el de ésta en el cromosoma 5 de ratón y el cromosoma 4 humano 

71. La AFP se expresa primero en el saco vitelino y luego en los hepatoblastos fetales. 

Su expresión decrece a medida que aumenta la expresión de ALB hacia el final de la 

gestación 72,73 y se apaga casi completamente luego del nacimiento. En situaciones 

patológicas como la carcinogénesis suele frecuentemente volver a expresarse 74,75. 

Antes de la inducción hepática, el mesodermo cardíaco secreta FGF-8 y al iniciar la 

inducción, secreta bajas concentraciones de FGF-1 y FGF-2 64,76 lo que permite la 

diferenciación hepática, a través de un programa en el que participa la vía de 

señalización de MAPK 77 (de las siglas en inglés Mitogen Activated Protein Kinases). 

Estas señales son necesarias y suficientes para inducir el destino hepático dentro del 

endodermo, pero no son suficientes para inducir la morfogénesis de las nuevas células 
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hepáticas 64. Luego de la inducción hepática, se produce la segunda etapa de inducción a 

partir del mesénquima del septo transverso, que es un tejido derivado del mesodermo 

lateral. En este momento, las células mesenquimáticas del septo transverso se 

desarrollan rodeando el mesodermo cardíaco e interceden entre éste y el endodermo del 

intestino anterior. Por un lado, actúan como barrera sobre el hígado primitivo contra la 

señalización directa del mesodermo cardíaco, que a esta altura del desarrollo secreta 

altas concentraciones de FGFs que contribuyen a la formación de los pulmones 78. Por 

otro lado, también contribuyen al epicardio y al diafragma, y producen tempranamente 

proteínas morfogenéticas del hueso (BMPs) 79, especialmente BMP2, BMP4, BMP5 y 

BMP7, que parecen ser críticas para la aparición del divertículo hepático 61,80. 

La señal temprana de las BMPs desde el mesénquima del septo transverso puede ser 

considerada un promotor para que el endodermo sea competente para responder la señal 

de FGF proveniente del mesodermo cardíaco 81,82. De hecho, ha sido demostrado que la 

inhibición de las BMPs impide la inducción hepática por el mesodermo cardíaco o por 

los FGFs 21,61.Las interacciones con células endoteliales, el tercer derivado 

mesodérmico en esta secuencia inductiva, son cruciales para esta fase temprana del 

brote hepático 83. Células endoteliales embrionarias rodean el endodermo hepático 

recién diferenciado y delimitan el dominio mesenquimático dentro del cual crece el 

divertículo hepático. En experimentos con embriones mutantes carentes de células 

endoteliales, la especificación hepática ocurre, pero la morfogénesis se detiene antes de 

la invasión mesenquimal 84. Muy pronto después de la inducción del endodermo 

hepático, ocurre un evento morfogénico fundamental en el hepatoblasto: cambia desde 

una forma cuboidal a una columnar generando un epitelio pseudoestratificado, 

controlado por el factor de transcripción Hex85. Esto le permite al hepatoblasto romper 

la lámina basal y emerger dentro del estroma que lo rodea y proliferar, para continuar 
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Figura I.2: La señalización de BMPs a partir del mesénquima del septo transverso 
otorga al endodermo competencia para cualquiera de los dos destinos. La señalización 
de FGFs del mesodermo cardíaco desvía al endodermo hacia un destino hepático, 
cuando por omisión sería pancreático. Figura modificada de Zaret 2. 

con su desarrollo 85. Los hepatoblastos en el estroma reciben señales desde las células 

endoteliales para proseguir en su maduración 84. 

Como se mencionó anteriormente, el endodermo ventral del intestino anterior es capaz 

de dar origen a distintos órganos además del hígado. Estudios detallados realizados con 

explantos de tejido embrionario del endodermo ventral del intestino anterior mostraron 

que, en ausencia del mesodermo cardíaco o de la señalización de los FGFs, el dominio 

del endodermo ventral del intestino anterior, que normalmente se diferencia en hígado, 

adopta rápidamente un destino pancreático 86. Por el contrario, si dichos explantos se 

sitúan próximos al mesodermo cardíaco, o se someten a un tratamiento con FGF, se 

inhibe la expresión de genes pancreáticos al mismo tiempo que se inducen genes 

hepáticos. Por otro lado, la señalización de las BMPs a partir del mesénquima del septo 

transverso promueve la inducción de genes hepáticos, a expensas de los del páncreas 61. 

Sin embargo, la señalización de las BMPs no sería inhibitoria para el desarrollo del 

páncreas ventral, sino que otorga al endodermo competencia para cualquiera de los dos 

destinos. Todo indicaría que el endodermo ventral del intestino anterior contiene células 

bipotenciales precursoras del hígado y el páncreas, y que la señalización de FGF desvía 

al endodermo hacia un destino hepático, cuando por omisión sería pancreático (Figura 

I.2)21,87. 
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Por otra parte, a partir de experimentos en los que células progenitoras provenientes de 

páncreas de rata adulta fueron aisladas y trasplantadas en el hígado, se demostró que el 

vínculo entre el hígado y el páncreas se mantiene aún en la vida adulta. Los autores 

probaron que las células trasplantadas diferenciaron en hepatocitos, expresaban 

proteínas específicas del hígado, y se integraban completamente en la estructura del 

parénquima hepático. Además del origen embriológico común entre ambos órganos, los 

autores de este trabajo concluyen que células multipotentes de origen epitelial, estarían 

presentes en el páncreas e hígado, aún en el individuo adulto 88.Cuando el endodermo 

hepático está diferenciado y el brote hepático comienza a crecer, sus células son 

denominadas hepatoblastos. Inmediatamente después que el brote hepático surge del 

endodermo intestinal, el hepatoblasto puede diferenciarse en hepatocito o en célula del 

conducto biliar. En muchos tejidos, incluido el hígado, el camino de señalización del 

receptor/ligando Notch/Jagged parece ser importante para marcar el destino celular, la 

diferenciación y la proliferación. El receptor de transmembrana Notch se expresa en 

hepatocitos, células ductales biliares y células endoteliales. En cambio, su ligando 

Jagged-1 se expresa sólo en hepatocitos y células ductales biliares. Ambas proteínas, el 

receptor y su ligando, se activan después de una hepatectomía parcial 89,90.Otros factores 

transcripcionales, como factor de crecimiento transformante (TGF-β) y el factor de 

crecimiento de hepatocitos(HGF) también se mencionan como potenciales reguladores 

de la diferenciación de las células epiteliales hepáticas, integrando un sistema de 

regulación que controla la bipotencialidad. Distintos experimentos indicarían que la vía 

por omisión del hepatoblasto sería el convertirse en una célula del conducto biliar, y que 

las distintas señales morfogénicas serían las encargadas de desviar esta vía y permitir 

que el hepatoblasto adopte el camino de diferenciación a hepatocito 91-95. Por otro lado, 

durante el desarrollo, las mismas células troncales que dan origen a los hepatoblastos (o
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Figura I.3: Canal de Hering es la región que conecta el ducto biliar (con células ductales 
epiteliales) con los canalículos y el fin de la placa de hepatocitos del parénquima. 

algún tipo celular derivado de ellas) se incorporarían en la zona de transición entre el 

epitelio hepático y el epitelio biliar, en los llamados conductos de Hering (Figura I.3), 

constituyendo el nicho de células progenitoras hepáticas adultas 96,97. 

 

4. El hígado y el sistema hemopoyético 

El hígado es el principal órgano hemopoyético durante el período embrionario; eritroide 

primero y granulocítico y megacariocítico después. Una vez que el divertículo hepático 

emerge a partir del tubo intestinal en desarrollo, las células hemopoyéticas migran allí 

desde el saco vitelino y proliferan formando islotes sanguíneos, constituyendo el 

comienzo de la segunda etapa o fase hepática de la hemopoyesis, que en la rata se 

extiende aproximadamente desde la mitad del periodo gestacional comenzando a decaer 

a partir del día 17 de gestación 98,99.La función de las células hemopoyéticas durante esa 

etapa sería no sólo expandirse y diferenciar en los distintos linajes hemopoyéticos, sino 

también contribuir a la maduración de los compartimientos epiteliales del hígado, 

emitiendo señales específicas en este sentido100. Durante la mayor parte del período 

ontogénico del hígado de los mamíferos, una gran fracción del hígado fetal contiene 

células hemopoyéticas activamente proliferativas y también en diferenciación, 
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íntimamente ligadas a las células epiteliales también en proliferación o 

diferenciación96.Cerca del nacimiento, las células hepáticas alcanzan su madurez y 

adquieren un estado quiescente, mientras que la hemopoyesis es exportada a la médula 

ósea y otros órganos linfoides, agotando los nichos hemopoyéticos hepáticos 101. 

 

5. Células troncales hepáticas 

La notable capacidad regenerativa del hígado se conoce desde la Antigua Grecia. En 

efecto, en los relatos mitológicos Prometeo es castigado a que su hígado sea devorado 

por un águila por robar el fuego del Olimpo, y a pesar que el águila infringía esta 

acción, su hígado volvía a crecer cada noche, constituyendo esto un castigo sin fin. La 

regeneración hepática ha sido extensamente estudiada en varios modelos 

experimentales, siendo el más utilizado es el de hepatectomía de dos tercios del hígado 

en ratas, introducido por Higgins y Anderson 3,102. A diferencia de otros tejidos que se 

regeneran, como la piel, el hueso o la médula ósea, la regeneración hepática, normal o 

luego de un daño leve o moderado está a cargo de los hepatocitos y no depende de un 

grupo de células progenitoras o células troncales103. Luego de la hepatectomía parcial, 

los hepatocitos salen de la quiescencia sincrónicamente, reingresan en el ciclo celular y 

sufren una o dos rondas de replicación antes de volver al estado quiescente 3,104,105. En 

una segunda oleada mitótica, proliferan el resto de las poblaciones celulares (células del 

epitelio biliar, células endoteliales, células de Kupffer y células de Ito) y se restaura el 

número correspondiente a cada población, así como la arquitectura hepática (Figura I.4). 

Cuando el hígado ha alcanzado su tamaño original, la replicación cesa y los hepatocitos 

reingresan a G0
106. Sin embargo, si el daño hepático es extenso y el número de 

hepatocitos maduros residuales no es suficiente como para llevar a cabo la regeneración, 

o bien su proliferación está inhibida (como ocurre por carcinógenos, hepatotoxinas e 
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infecciones virales), se produce entonces una regeneración que es dependiente de la 

activación de células troncales hepáticas. 

Los estudios de las células troncales hepáticas se iniciaron hace más de 60 años. Farber 

y Sell investigaron sobre el rol de las células productoras de AFP durante la 

hepatocarcinogénesis inducida experimentalmente en ratas, estos estudios se 

concentraron principalmente en una serie de lesiones llamadas focos o nódulos las 

cuales se consideraban características de la primera etapa de la tumorigénesis o 

premaligna. Estos autores encontraron que los niveles séricos de AFP no 

correlacionaban con el desarrollo de nódulos, sino más bien con el aumento en el 

número de células ovales (llamadas así por la morfología ovoide de su núcleo) que se 

encontraban entre los nódulos. Luego, y a medida que progresaba la enfermedad, los 

niveles de AFP descendían hasta el momento del desarrollo del carcinoma hepatocelular 

(HCC) donde aumentaban nuevamente. Estudiando la localización celular de AFP por 

Figura I.4. Cinética temporal de la síntesis de DNA durante la regeneración hepática 
luego de una hepatectomía parcial. La incorporación de marcas radioactivas durante la 
síntesis de DNA  se utilizó para medir la cinética de ingreso al ciclo celular de las 
diferentes poblaciones hepáticas. En los hepatocitos el pico de síntesis de DNA se 
observa a las 24 hs, mientras que las células de los conductos biliares y las células de 
Kupffer e Ito tienen su pico a las 48 hs posteriores a la hepatectomía parcial. Imagen 
modificada de Michalopoulos 3. 
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inmunofluorescencia encontraron que AFP estaba presente en células ovales pero no en 

las células de los nódulos displásticos o hiperplásticos107,108. 

A finales de la década de 1980, Evarts y colaboradores presentaron las primeras 

evidencias de que entre las células ovales y los hepatocitos existía una relación 

precursor-producto109. Utilizaron un modelo experimental desarrollado por su grupo, 

liderados por Thorgeirsson, que consiste en inducir daño hepático mediante 

hepatectomía parcial y simultáneamente arrestar los hepatocitos diferenciados en G0 

mediante un tratamiento con 2-acetilaminofluorano (2-AAF), seguido de inyección 

intraperitoneal de timidina tritiada. Estos autores observaron que al cabo de 9 días 

posteriores a la hepatectomía, la marca radioactiva estaba presente sólo en las células 

ovales, mientras que en el día 13 dicha marca fue detectada también en pequeños 

hepatocitos basófilos 109,110. Además, estos autores demostraron que estos pequeños 

hepatocitos tenían expresión residual de AFP, la cual es característica de las células 

ovales 110,111. En la actualidad existen varios modelos que permiten obtener células 

ovales en forma reproducible a partir de hígado de ratas. Todos ellos se basan en el 

anteriormente descrito, es decir arrestar a los hepatocitos diferenciados en G0 y generar 

un daño hepático (Figura I.5). El daño hepático puede ser inducido por hepatectomías 

parciales o por agentes químicos, tal como tetracloruro de carbono (CCL4), mientras 

que para bloquear químicamente la capacidad regenerativa de los hepatocitos, previo a 

la hepatectomía parcial, se puede utilizar además del ya mencionado 2-AAF, 

dietilnitrosamina 112, D-galactosamina 113, lasiocarpina 114 o retrorsina 115. Lemire, con 

un diseño experimental similar al de Evarts y utilizando D-galactosamina, demostró que 

las células ovales surgían a partir de células ubicadas en los conductos biliares 113, más 

precisamente en la zona de transición entre el epitelio hepático y el epitelio biliar, en los 
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llamados conductos de Hering. Estas células ubicadas en el canal Hering, son las células 

troncales hepáticas 116,117. 

 

Las células ovales son descendientes directas de las células troncales hepáticas. Son 

células pequeñas (7-10µm), con citoplasma escaso y basófilo, con nucléolo visible, y 

alta relación núcleo/citoplasma. Semejantes a las células del epitelio biliar, comparten 

muchas propiedades con los hepatocitos fetales, como ser la expresión de las proteínas 

ALB y AFP, así como otras isoformas de enzimas fetales 118,119. Tienen alta capacidad 

de proliferación y son bipotenciales, es decir pueden diferenciarse en células de linajes 

del epitelio hepático y biliar 120-123. Las células ovales en proliferación comprenden una 

población heterogénea de células que incluyen células en tránsito o progenitoras que 

tienen distintos grados de diferenciación. Las células ovales expresan una variedad de 

marcadores, muchos de ellos compartidos con las células progenitoras hemopoyéticas 

como por ejemplo Thy-1, c-kit y CD34. Thy-1 ha sido ampliamente utilizada como 

Figura I.5. Reingreso de los hepatocitos al ciclo celular. Esquema del modelo 
experimental utilizado para activar a las células troncales hepáticas: luego de un daño 
hepático, ya sea producido por una hepatectomía parcial o por CCl4, los hepatocitos 
salen de G0 y reingresan en el ciclo celular. El tratamiento con 2-AAF impide el 
reingreso de los hepatocitos al ciclo celular. 



Introducción 
 

Células troncales hepáticas Página 29 

marcador de células ovales. Es una proteína que se encuentra anclada a la membrana 

celular de distintos tipos celulares como fibroblastos, neuronas, células endoteliales y 

hemopoyéticas, unión que es mediada por glicosil-fosfatidil-inositol (GPI). Está 

involucrada en la activación de células T, apoptosis, supresión de tumores, cicatrización 

y fibrosis124. 

Las células ovales también expresan citoqueratina 19 (CK19 o K19) que es una proteína 

de los filamentos intermedios, responsables de la integridad estructural de las células 

epiteliales; expresada principalmente por colangiocitos 125,126. También expresan di-

peptidil-peptidasa IV (DPPIV), ALB, glucosa-6-fosfatasa (G6P) y α1-antitripsina (α1-

aa). Por otra parte, las células ovales se pueden identificar también por la expresión de 

antígenos específicos, tales como los llamados antígenos de células ovales OC2, OC3, 

OV6, OV1 y A6, aunque son marcadores que también lo expresan las células ductales. 

Cabe destacar que las células ovales no expresan la totalidad de estos marcadores 

simultáneamente, sino que dicha expresión está relacionada con la especie animal de 

donde provengan las células 127-129 y con el estado de diferenciación de las mismas. 

Debido a esto, las células ovales se definen como un compartimento celular que 

comparte marcadores fenotípicos con los hepatocitos, las células de los conductos 

biliares y las células troncales hemopoyéticas, más que una población especifica 

127(Figura I.6). Según Potten, este concepto se aplica si se considera una población en la 

que coexiste un número variable de tipos celulares, y donde sólo el comportamiento 

promedio es el foco de interés, no siendo relevantes ni la variabilidad individual ni las 

fluctuaciones menores 4.Así es como el “compartimiento de células ovales” comprende 

las células ovales propiamente dichas y otras células en transición con diferentes grados 

de diferenciación y características morfológicas intermedias entre células ovales y 

hepatocitos. Es importante mencionar también que el término célula oval se utiliza 
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exclusivamente para describir a las células de roedores, mientras que este 

compartimiento de células en humanos se denominó células hepatobiliares intermedias, 

pequeños hepatocitos o hepatocitos de los conductos biliares 130. 

Los modelos mencionados previamente, de los cuales el desarrollado por Thorgeirsson 

y colaboradores es el más ampliamente utilizado, permitieron sustentar la hipótesis 

sobre la existencia de las células troncales hepáticas y su importancia durante la 

regeneración hepática 103,122,131-135 Aunque es importante recalcar en este punto que 

estos modelos, que consisten en la activación del compartimiento de células ovales 

inhibiendo la proliferación de los hepatocitos maduros e induciendo un daño hepático, 

son una estrategia que permite obtener células ovales en una situación de desafío 

fisiológico.  

 

Los esfuerzos para obtener marcadores moleculares que caractericen específicamente a 

las células troncales hepáticas de ratones dieron sus primeros frutos recién a principios 

de este siglo. Mediante citometría de flujo de células de hígado fetal de ratones de 11 

dpc, se identificó una población celular con baja expresión de la proteína c-kit (c-kitbajo) 

Figura I.6. Compartimiento de células ovales. Las células ovales expresan marcadores 
compartidos con los hepatocitos, las células del conducto biliar y las células 
progenitoras hematopoyéticas. 
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y negativa para los marcadores de linaje eritroide Ter-119 y de linaje linfocitario CD45 

136 (Ter-119/CD45)-. c-kit es el receptor de transmembrana del factor de células madre 

(stem cell factor), codificado por el proto-oncogén del mismo nombre y que se 

encuentra expresado en células troncales hemopoyéticas y mesenquimales65, aunque 

también se lo encuentra sobre expresado en células derivadas de diferentes tipos de 

tumores137,138. Las células de esta subpoblación c-kitbajo pueden ser mantenidas en 

cultivo in vitro, diferenciarse a células de los conductos biliares y a hepatocitos 101,139 y 

también  migrar al hígado y diferenciarse, luego de ser trasplantadas en el bazo140. Otros 

autores proponen en el uso de (Ter-119/CD45)-para identificar células troncales 

hepáticas, pero en este caso la subpoblación no expresa c-kit ni Thy-1141. 

Más tarde, se descubrieron otras moléculas relacionas con el carácter troncal. Por 

ejemplo, el grupo de Miyajima, utilizando una librería de cDNA confeccionada a partir 

de la subpoblación (Ter-119/CD45)-, logró identificar a la proteína Delta-like leucine 

zipper kinase-1 (Dlk-1), en las células troncales hepáticas125. Más tarde, se identificaron 

a E-cadherina 142,143y aCD24a 144como marcadores de estos precursores celulares. Esta 

última (CD24a) es una proteína glicosilada anclada por GPI a la superficie de la 

membrana celular, que fue detectada estudiando el perfil transcripcional de células 

hepáticas embrionarias 144. También se encuentra expresada en células hemopoyéticas, 

células de la glándula mamaria y en células de colangiocarcioma, siendo usada inclusive 

como marcador pronóstico en el manejo de los pacientes con este tipo de cáncer 145,146. 

A finales de 2006, se demostró que en el hígado fetal, pediátrico y del adulto humano, 

las células precursoras expresan la molécula de adhesión celular epitelial (EpCAM, 

CAM por sus siglas en inglés Cellular Adhesion Molecule) 147. EpCAM, identificada 

originalmente como un antígeno en células de cáncer de colon en humanos,es un 

molécula que forma uniones célula-célula homofílicas independientes de Ca2+148,149. En 
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células epiteliales normales se expresa en los espacios intercelulares, mientras que en 

las células cancerígenas se expresa homogéneamente en toda su superficie 150,75,149. 

Además de su función como molécula de adhesión, EpCAM está directamente 

relacionada con la proliferación, la migración y la transducción de señales mitogénicas 

en las células que la expresan151-153. Sin embargo, el papel de esta molécula en la 

determinación del carácter troncal, está aún poco estudiado. 

Dado los avances en lo referente a la caracterización de nuevas moléculas para 

identificar a las células troncales hepáticas, se comenzó a abandonar la denominación de 

compartimiento de células ovales y definirlas como células bipotentes capaces de 

diferenciarse en hepatocitos y en células de los conductos biliares, capaces de mantener 

la población por periodos prolongados y de llevar a cabo la regeneración hepática en 

respuesta a injurias graves o reiteradas. En la actualidad se reconocen dos tipos de 

células troncales hepáticas: 

 Células troncales hepáticas propiamente dichas. Estas poseen todos los atributos 

funcionales de las células troncales descritos previamente y se caracterizan por expresar 

CK19, la proteína de adhesión celular neuronal (NCAM), EpCAM, ALB y ausencia de 

expresión de AFP. Si bien tienen un alto potencial proliferativo en el hígado adulto, en 

condiciones normales se encuentran en estado quiescente en el canal de Hering y se 

activan ante estímulos de daño hepático grave o reiterado 26. 

 Hepatoblastos. Este tipo de células expresan altos niveles de AFP, ALB, 

EpCAM y CK19, mientras que no expresan NCAM. Provienen de las células troncales 

hepáticas, predominan en el hígado fetal y su número se reduce luego del nacimiento 26. 

La proteína NCAM fue la primera molécula de adhesión celular en ser caracterizada. 

Junto con LCAM conforman las llamadas CAMs primarias debido a que aparecen 

temprano en el desarrollo de tejidos de todas las líneas germinales, a pesar de que 
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también se encuentran más tarde durante la histogénesis154. Al igual que EpCAM, 

NCAM media uniones homofílicas, independientes de Ca2+ 155. NCAM presenta tres 

isoformas principales 156 como resultado del splicing alternativo de un único gen 157, 158. 

Las propiedades adhesivas de NCAM son moduladas durante el desarrollo embriológico 

159 y más tarde, durante el desarrollo y plasticidad neuronal, por la presencia de ácido 

polisiálico 160. 

Durante el desarrollo embrionario, como ya mencionamos, las células troncales 

hepáticas dan origen a los hepatoblastos, los cuales tienen una limitada capacidad de 

automantener su población pero mantienen intacta la bipotencialidad. Los hepatoblastos 

proliferan y se diferencian permitiendo el establecimiento de la arquitectura hepática. La 

población de células troncales hepáticas se mantiene relativamente constante en cuanto 

a su número, durante toda la vida del individuo, mientras que los hepatoblastos 

prevalecen durante el desarrollo hepático y su número decae luego del nacimiento 147. 

Otro tipo celular presente durante el desarrollo embrionario es la población de células 

proliferativas transitorias13, que también se origina de células troncales hepáticas 

cuando son activadas ante un daño hepático severo o reiterado en el adulto y/o de los 

hepatoblastos durante el desarrollo fetal del hígado (Figura I.7). Estas células poseen 

alta capacidad proliferativa y son también bipotenciales pero carecen de la capacidad de 

automantener la población por lo que se consideran células progenitoras y no células 

troncales. Dentro de esta subpoblación de células proliferativas transitorias es en la que 

se encontrarían las antiguamente llamadas células ovales. Muchas veces en la literatura, 

cuando se trabaja con células troncales hepáticas, se recurre al término LSPC (acrónimo 

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

debido a la dificultad práctica que existe para delimitar las poblaciones cuando se aíslan 
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y cultivan células primarias con características de células troncales y/o progenitoras 

hepáticas (Figura I.7). 

 

6. Células troncales hepáticas en medicina regenerativa. 

Las enfermedades autoinmunes y metabólicas del hígado, como así también los 

carcinomas hepáticos representan un problema de gran importancia para la medicina 

moderna. La mayoría de estas enfermedades producen falla hepática aguda o crónica 

que pueden derivar en la muerte del paciente si no son tratadas diligentemente. 

Actualmente, la única terapéutica para la falla hepática fulminante es el trasplante 

hepático ortotópico alogenéico. Sin embargo, la enorme diferencia existente entre el 

número de órganos disponibles para trasplante y el número de pacientes receptores es la 

mayor limitación a nivel mundial para la aplicación de esta terapéutica y esto ocasiona 

que muchos de dichos pacientes mueran en lista de espera para el trasplante, o bien que 

sus condiciones clínicas se deterioren notablemente antes de recibir el trasplante. 

Figura I.7. Linajes de las células troncales hepáticas. 
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Debido a esto, es necesario establecer o encontrar alternativas terapéuticas para el 

tratamiento de las disfunciones hepáticas. 

El trasplante de células ha sido la estrategias más estudiada durante la última década, ya 

sea como terapia puente para mantener al paciente estable hasta que el trasplante pueda 

ser llevado a cabo, o directamente como alternativa al trasplante de órganos161-164. Mito 

y Kusano publicaron en 1992 el primer trabajo sobre trasplante de hepatocitos en 

humanos 165. En 1994, Habibullah publicó los resultados de sus investigaciones en 5 

casos de pacientes afectados por una falla hepática aguda, en los que se usó trasplante 

intraperitoneal de células fetales humanas, concluyendo que dicho trasplante habría sido 

responsable de la mejoría observada en la supervivencia de los pacientes 166. Un año 

más tarde, Grossman publica un estudio de terapia génica ex-vivo tratando pacientes 

afectados de hipercolesterolemia familiar, a través del autotrasplante de células 

hepáticas previamente manipuladas genéticamente. Si bien logró una modesta reducción 

de los niveles de colesterol, demostró la factibilidad del autotrasplante 167. Además de 

estos trabajos pioneros, tal vez la publicación más importante llegó recién en 1998 

cuando Ira Fox comunica el tratamiento de una niña de 10 años portadora del síndrome 

de Crigler-Najjar Tipo I 168, a quien se infundieron 7,5.106 células, por vía portal, a 

través de la colocación de un catéter trans-parieto-hepático. El seguimiento clínico de la 

paciente demostró que presentaba una marcada reducción de las concentraciones séricas 

de bilirrubina y, en consecuencia, una disminución de los requerimientos de horas de 

fototerapia diaria. Con un poco mas de 80 casos clínicos realizados en 13 centros 169,170, 

el trasplante de hepatocitos en humanos ha demostrado ser un procedimiento seguro y 

efectivo en el corto término tanto para enfermedades metabólicas del hígado como para 

falla hepática aguda 168-172. La seguridad de los hepatocitos humanos trasplantados está 

documentada por la supervivencia de los pacientes libres de morbilidad maligna e 
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infecciosa, no solo por meses, sino por años 173. A pesar del avance en las técnicas de 

aislamiento trasplante y seguimiento de las células trasplantadas, el factor limitante más 

importante que enfrenta este procedimiento es la fuente de hepatocitos para realizar el 

trasplante. En general, los hepatocitos son aislados de hígados donados marginales, o 

sea que no son aptos para el trasplante de órganos. En particular estos son hígados 

grasos (esteatosis hepática) provenientes de donaciones posteriores a la muerte cardiaca, 

con largos tiempos de isquemia en frio o bien órganos marginales 174. Al mismo tiempo, 

los cultivos primarios de hepatocitos son difíciles de mantener durante un largo período 

in vitro, debido a la pérdida de sus funciones específicas. Es por esto que actualmente la 

investigación científica en este campo apunta al desarrollo de nuevas fuentes de células 

para trasplantes, que no dependan exclusivamente de la donación de órganos. En este 

contexto, el estudio de las células troncales hepáticas se presenta como un campo de 

gran potencial para el desarrollo de terapias alternativas al trasplante de órganos, ya sea 

por la posibilidad de trasplantar células aisladas o bien ser usadas en técnicas de 

ingeniería de tejidos que permitan generar órganos trasplantables in vitro. 
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Hipótesis 

Las células troncales representan un campo de la ciencia que ha generado enormes 

expectativas tanto a nivel científico como público, por la enorme potencialidad atribuida 

a ellas, así como también por todos los aspectos éticos, religiosos y legales asociados. 

Son fascinantes desde el punto de vista teórico, por la posibilidad de adentrarse en los 

complejos procesos involucrados en el desarrollo de un organismo, y también desde un 

punto de vista práctico, por las posibilidades de su uso en el campo de la medicina 

regenerativa, con el objetivo final de reemplazar órganos o tejidos dañados o enfermos 

50,175. 

Durante muchos años, se puso en duda primero la existencia de células troncales 

hepáticas 107,108, y luego su origen 176-178. En la actualidad, si bien esas dos primeras 

controversias han alcanzado un consenso 179,180, las discusiones giran en torno a la 

identificación certera de las células troncales hepáticas 142,147,181,182. Ante la 

imposibilidad de contar con herramientas para el aislamiento de células troncales 

hepáticas, los primeros estudios sobre estas células se basaron en aumentar su 

proporción en el hígado recurriendo a protocolos de daño hepático severo 103,122,131-135. 

Si bien estos trabajos permitieron demostrar la existencia y el origen hepático de las 

células troncales hepáticas, para profundizar en su caracterización, son necesarias 

poblaciones puras de células troncales hepáticas. El uso de moléculas “marcadoras” 

para identificar poblaciones celulares representa una gran ventaja debido a que permite 

no sólo la identificación sino también el aislamiento de estas poblaciones. El concepto 

de estado troncal 27 ha sido de gran ayuda para el desarrollo de un marco teórico para el 

análisis de las características dinámicas y funcionales de las células troncales. Sin 

embargo, con la finalidad de buscar aplicaciones terapéuticas de las células troncales es 
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necesario llenar de contenido este marco teórico. Es por esto que planteamos la 

siguiente hipótesis: 

 

 El carácter troncal de las células troncales hepáticas está caracterizado por 

múltiples rasgos fenotípicos y estructurales. 

 

Estudiando estos rasgos fenotípicos, será posible identificar “marcadores” de células 

troncales hepáticas que nos permitan aislarlas y caracterizarlas. Debido a que EpCAM 

es una molécula cuyas características estructurales y biológicas la convierten en más 

que una simple molécula de adhesión 153,183 ya que se ha encontrado EpCAM en una 

variedad de células indiferenciadas así como también en células troncales humanas 150, 

especulamos que: 

 

 EpCAM es un indicador del estado troncal de las células troncales hepáticas 

murinas. 

 

Utilizando herramientas que nos permitan aislar células troncales podremos probar que 

los atributos funcionales de las células troncales están relacionados con características 

estructurales y biológicas particulares. 
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Objetivos 

Objetivo general: 

Aislar, identificar y caracterizar células troncales hepáticas y evaluar la potencialidad de 

la utilización de éstas como herramienta en el tratamiento de enfermedades 

degenerativas del hígado. 

Los objetivos específicos del proyecto son: 

1. Caracterizar cuantitativa y cualitativamente las poblaciones de células troncales 

hepáticas en rata y ratón. 

2. Identificar marcadores del estado troncal que permitan definir la población de 

células troncales hepáticas. 

3. Caracterizar el grado de organización del genoma de las células troncales 

hepáticas.  

4. Evaluar la capacidad de anidación, proliferación y diferenciación de las células 

troncales hepáticas con posterioridad al implante en ratones sanos. 
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Materiales y Métodos 

Animales de experimentación 

Para el aislamiento de células hepáticas fetales de rata se utilizaron 18 ratas Wistar 

preñadas con fetos de entre 18 y 21 dpc. 

Para estudiar la evolución de la fase hepática de la hemopoyesis, se utilizaron fetos de 

20 ratones hembras C57BL/6 preñadas en distintos tiempos de gestación (entre 12,5 y 

20,5 dpc) y neonatos de un día. 

Para el aislamiento de células hepáticas fetales se utilizaron embriones de 14,5 dpc de 

27 ratones hembra C57BL/6. 

Para estudiar el comportamiento in vivo de las células aisladas se utilizaron 24 ratones 

macho C57BL/6 adultos en los experimentos de trasplante celular. 

Todos los animales utilizados para el proyecto de investigación se alojaron en un 

bioterio de temperatura controlada con un ciclo de luz oscuridad 12:12, inicio del ciclo 

de luz a las 07:30 hs, con condiciones de bioterio estándar y comida y agua ad libitium. 

Los protocolos utilizados en este trabajo fueron aprobados por el Comité de Ética del 

Hospital Italiano de Buenos Aires. Todos los procedimientos con animales se realizaron 

de acuerdo a los estándares internacionales y las normas institucionales para el manejo 

de animales de laboratorio.  

 

Aislamiento de células 

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de xilacina y ketamina (ratón: 

20mg/Kg/50mg/Kg; rata: 7mg/Kg/60mg/Kg) bajo campana. Luego de limpiar con 

alcohol 70° y desinfectar la zona con una solución de povidona-iodo al 10% 

(Laboratorio Phoenix, Argentina) se realizó una sección de la pared abdominal y se 
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extrajeron los fetos. Dentro del flujo laminar y bajo lupa, se abrió la pared abdominal de 

cada feto, se extrajo el hígado y se lo colocó en un tubo cónico (Greiner Bio-one, 

Bélgica) conteniendo 15-20 ml de HBSS (Hank´s buffer saline solution) sin Ca2+/Mg2+ 

(Gibco, USA). Los hígados de todos los fetos de una misma rata o ratón (según el caso) 

se procesaron en forma conjunta. El tubo conteniendo los hígados fetales se dejó reposar 

durante 3 minutos para que estos decanten y se extrajo el medio de transporte. Los 

hígados fetales fueron digeridos agregando una solución de colagenasa I 0,05% (Gibco, 

USA) e incubándolos durante 1 hora con agitación, a 37ºC. Finalmente, los acúmulos 

celulares restantes se disgregaron mecánicamente con la repetida succión y liberación 

utilizando una jeringa con una aguja de 25 G de diámetro, de esta forma se obtuvo una 

suspensión homogénea de células totales hepáticas. 

 

Lisis de glóbulos rojos 

La suspensión de células obtenida de hígados fetales de ratas se trató con una dilución 

1/10 de una solución de ácido acético 4% y posterior centrifugación a 1500 rpm durante 

10 min. 

Se descartó el sobrenadante y la suspensión de células obtenida de hígados fetales de 

ratones fue tratada con una solución tamponada de cloruro de amonio (0,15M) y 

posterior centrifugación a 1500 rpm durante 10 min. 

El pellet obtenido conteniendo las células se resuspendió en buffer HBSS, obteniéndose 

un suspensión celular libre de glóbulos rojos. 

 

Recuento de células & viabilidad celular 

El número total de células y su viabilidad se cuantificaron mediante el método de 

exclusión con azul tripan (Sigma, USA) y posterior recuento en una cámara 
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hemocitométrica, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para más detalles: 

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

aldrich/articles/protocols/biology/volume12-cell-quantification/cell-quantification.pdf 

 

Separación de células 

Gradiente de Percoll 

La suspensión de células hepáticas fetales de rata se ajustó a una concentración de 

1,2.108células/ml. Se depositó 1 ml de esta suspensión sobre un gradiente discontinuo 

de Percoll (50 y 60%) (Amersham Biosciences AB, Suecia), y se centrifugaron a 2000 

rpm durante 30 min. Las distintas fracciones obtenidas se recuperaron en tubos 

separados y se utilizaron para su cuantificación, caracterización inmunofenotípica y/o 

cultivo in vitro. 

 

Separación de células mediante el sistema MACS (Magnetic Assisted Cell Separation) 

Para el aislamiento propiamente dicho se siguió el protocolo recomendados por los 

fabricantes del sistema MACS (Miltenyi Biotec, Alemania). Brevemente, 1,0.107 

células totales de la suspensión celular libre de glóbulos rojos obtenida de los hígados 

fetales de ratón se incubaron con el anticuerpo primario EpCAM (Clon G8.8, Santa 

Cruz Biotechnologies, USA) a 4°C durante 20 min. Posteriormente se lavó con una 

solución de tampón fosfato salino (PBS) y se incubó con la suspensión de perlas 

magnéticas recubiertas con el anticuerpo secundario anti cadenas kappa de rata 

(Miltenyi Biotec, Alemania) durante 15 min a 4°C, seguido de un lavado con PBS y 

transferencia inmediata de la suspensión celular a la columna de separación, la cual se 

encuentra en el soporte magnético proporcionado con el kit. Se dejó percolar la 

solución, recogiéndose la fracción EpCAM (-). Finalmente, se retiró la columna del 

http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/articles/protocols/biology/volume12-cell-quantification/cell-quantification.pdf
http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/articles/protocols/biology/volume12-cell-quantification/cell-quantification.pdf
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Figura M.1. Sistema MACS. 

soporte magnético, se agregó PBS y mediante el accionamiento del émbolo 

proporcionado junto con la columna, se recogió la fracción EpCAM (+) retenida en la 

misma. Las dos fracciones obtenidas se resuspendieron en medio HBSS y se cuantificó 

el número de células obtenidas. En la Figura M.1 se detalla el sistema MACS utilizado. 

 

Cultivo de células 

Pre-tratamiento de las superficies de cultivo celular 

Las superficies de cultivo, ya sea placas de cultivo o cubreobjetos de 15x15 mm 

(desengrasados en etanol 70%), se cubrieron con una solución de Colágeno tipo IV (0,5 

mg/ml en PBS/0,25% de acido acético) (Sigma, USA) y Carbodiimida (N-Cyclohexil-

N′-(β-[N-metilmorfolino]etil)carbodiimidap-toluenesulfonato, 0,14µg/ml) (Sigma, 

USA) y se incubó durante 3 horas a 25°C, luego se lavó 3 veces con agua destilada y se 

dejó secar la superficie a temperatura ambiente durante 1 hora y bajo luz UV, para 

esterilizar la superficie. El material se conservó hasta un máximo de 6 meses en 

condiciones de esterilidad, protegido de la luz y refrigerado a 4ºC. 
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Cultivo de células fetales de hígado de rata 

La suspensión de células totales recién aisladas y la fracción inferior del pellet del 

gradiente de Percoll se sembraron a razón de 1,5.105 células/cm2en placas de cultivo de 

35mmy fueron cultivadas en medio E de Williams (Gibco, USA) suplementado con: 

 25mM buffer de ácido hidroxietil-piperazina-etanosulfónico (HEPES) (Gibco, 

USA), 

 20% suero fetal bovino (Gibco, USA), 

 1% antibiótico-antimicótico (100U/ml penicilina / 100 µg/ml estreptomicina / 

0,25µg/ml anfotericina B) (Gibco, USA), 

 50mg/ml L-glutamina (Gibco, USA), 

 1mM piruvato de sodio (Gibco, USA), 

 5µg/ml insulina (Gibco, USA), 

 0,4µg/ml hidrocortisona (Sigma, USA), 

 5µg/ml transferrina (Gibco, USA), 

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

 5ng/ml EGF (Gibco, USA).  

Los cultivos de células de la fracción inferior del gradiente de Percoll fueron 

suplementados con 2,5ng/ml de HGF (Abcam, USA). Eventualmente, las colonias 

celulares fueron subcultivadas individualmente utilizando cilindros de clonado (Sigma, 

USA), siguiendo las indicaciones del fabricante. 

 

Células troncales de hígado de ratón 

Las poblaciones obtenidas luego de la separación con perlas magnéticas fueron 

cultivadas sobre cubreobjetos tratados con colágeno en medio RPMI (Gibco, USA) 

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

 5 ug/ml insulina (Gibco, USA), 

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

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

 10-7 M dexametasona (Laboratorio FADA, Argentina), 

 4,4.10-3 M nicotidamida (Sigma, USA), 

 5.10-5 M β-Me (Sigma, USA), 

 50 mg/ml L-glutamina (Gibco, USA), 

 1% antibiótico-antimicótico (100U/ml penicilina / 100 µg/ml estreptomicina / 

0,25 µg/ml anfotericina B) (Gibco, USA), y 

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

 

Cultivo en medio semi-sólido 

Para estudiar la evolución de la hemopoyesis en el hígado fetal, se aislaron células 

totales de hígados de fetos de ratón de tiempos de gestación comprendidos entre 12,5 

dpc y 19,5 dpc, y células de hígado de ratones de 1 día de vida. La suspensión se 

sembró, a razón de 50.000 células/cm2, en placas de cultivo de 35mm en medio de 

cultivo semi-sólido IMDM (Gibco, USA), suplementado con: 

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

 5 ng/ml PIXY (proteína de fusión de GM-CSF, IL-3, gentilmente donado por el 

Dr. Messner, Toronto, Canadá), 

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

 0,3% de Bacto agar (Difco Laboratories, USA). 

A los 10 días de cultivo, se observaron las células bajo un microscopio invertido y se 

clasificaron y cuantificaron los agregados celulares con más de 40 células (colonias). 



Materiales y métodos 
 

Materiales y métodos Página 46 

Para cada tiempo gestacional se cuantificó el número de colonias Eritroides, 

Granulociticas-Macrofágicas y Megacariocíticas. 

En todos los casos, las placas se incubaron a 37°C, en atmósfera saturada de humedad y 

5% de CO2 y el medio de cultivo se cambió cada 48hs, excepto para los cultivos en 

medio semi-sólido. 

 

Inmunofluorescencia indirecta  

Las células se cultivaron directamente sobre cubreobjetos de 22 mm2 y las 

preparaciones celulares se procesaron de acuerdo al protocolo descripto por Vellón et al. 

184. Brevemente, las células se lavaron en PBS y se fijaron con para-formaldehído (PFA) 

4% en PBS. Posteriormente se permeabilizaron mediante una incubación en 0,1% 

Tritón X-100 en PBS durante 10 minutos y se incubaron con la solución del anticuerpo 

primario durante 1 hora en cámara húmeda a 37ºC. Transcurrido este período las 

preparaciones se lavaron con PBS, se incubaron con el anticuerpo secundario 

correspondiente y se revelaron colorimétricamente con DAB (Dako, USA) o mediante 

la incubación con anticuerpos conjugados con FITC o Texas Red disueltos en PBS 

durante 60 minutos en cámara húmeda a 37ºC. Finalmente se lavaron en PBS durante 5 

minutos y se montaron con Vectashield (Vector Laboratories Inc., USA). La 

observación de las preparaciones y la obtención de imágenes se realizaron con un 

microscopio Nikon eclipse E400 (Nikon, Japón) equipado con los filtros de 

fluorescencia correspondientes y el programa informático Image J 185 para el análisis y 

edición de imágenes. En todos los casos se realizaron 3 tipos de controles en paralelo: 

control de técnica realizando el mismo protocolo pero reemplazando el anticuerpo 

primario por PBS, así como también controles positivos y negativos con células o 

tejidos dependiendo de cada anticuerpo. Para identificar los núcleos celulares se utilizó 
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hematoxilina, colorante de Hoechst (Sigma, USA) disuelto en PBS o DAPI (Sigma, 

USA). 

Se utilizaron los siguientes anticuerpos: 

1- Pool de anticuerpos anti-células progenitoras hemopoyéticas (Hem), compuesto 

por anticuerpos contra CD5, CD45R, CD11b, Myeloid Differentiation Antigen 

Gr-1, TER 119 y TER 7/4) (Stem Cell Technologies Inc., Canadá, dilución 

1/50). 

2- Marcador citoplasmático específico para hepatocitos maduros (Hep) (Clon 

OCH1E5, Dako, USA, dilución 1/25). 

3- Anticuerpos OC2 y OC3 (donación del Dr. Ronald Faris, Rhode Island, USA, 

dilución 1/100). 

4- EpCAM (Clon G8.8, Santa Cruz Biotechnology, USA, dilución 1/100). 

5- Thy-1 (Clon H-110, Santa Cruz Biotechnology, USA, dilución 1/10). 

6- E-cadherina (Clon H-108, Santa Cruz Biotechnology, USA, dilución 1/100). 

7- CK19 (Clon N-13, Santa Cruz Biotechnology, USA, dilución 1/50). 

8- Histona H3 acetilada en lisinas 14 y 23 (Santa Cruz Biotechnology, USA, 

dilución 1/100). 

9- Histona H3 metilada en lisina 9 (Santa Cruz Biotechnology, USA, dilución 

1/100). 

La cuantificación de las células se realizó contando células (positivas y negativas) en el 

microscopio, tomando campos al azar hasta totalizar 100 células. 

 

Citometría de flujo 

Para estudiar cómo la  composición de la  población en  estudio, se caracterizó el perfil 

de expresión de proteínas mediante citometría de flujo. Para ello, 1.106 células de la 
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Tabla M.1: Muestras y controles utilizados para estudiar las poblaciones celulares 
mediante citometría de flujo. 

suspensión de células hepáticas totales de ratón fueron incubadas con el anticuerpo 

primario contra EpCAM CD326 (clon G8.8, BD Biosciences, Alemania) (dilución 

1/100) durante 30 minutos a 4°C. Las reacciones inespecíficas del anticuerpo se 

eliminaron mediante lavado con PBS y luego se incubó con el anticuerpo secundario 

anti cadena kappa de rata-biotinilado (BD Biosciences, Alemania, dilución 1/100) 

durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente se lavó con PBS y se incubó con strepto-

avidina APC (BD Biosciences, Alemania, dilución 1/100), CD-45-PerCP (BD 

Biosciences, Alemania, dilución 1/100) y E-Cadherina-FITC (BD Biosciences, 

Alemania, dilución 1/100) durante 15 minutos a 4°C. Se lavó con PBS y se trató con 

FACS-lysing solution (BD Biosciences, Alemania) para lisar los glóbulos rojos y fijar 

las células. Se guardó a 4°C en oscuridad hasta el momento de la adquisición en el 

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

Los tubos con blanco se utilizaron para eliminar el componente de auto-fluorescencia de 

las distintas muestras (tubos F, K, L). Los tubos con un solo fluoróforo (tubos G, H, I) 

se utilizaron para definir el umbral a partir del cual consideramos una marca positiva. 

Los tubos que contenían 2 de los 3 fluoróforos (tubos B, C, D) se utilizaron para 

eliminar el componente de señal inespecífica de florescencia que era detectado por dado 

canal. Por ejemplo, el tubo D que contenía las células marcadas con FITC y PerCP nos 

Tubo Detalle Células CD325 (EpCAM) Ac-Biotinilado SAV-APC E-Cadherina-FITC CD45-PerCP

A Triple LSPC LSPC

B Control negativo PerCP LSPC

C Control negativo FITC LSPC

D Control negativo APC LSPC

E Control negativo EpCAM LSPC

F Blanco LSPC

G Control positivo E-Cadherina MLP29

H Control positivo EpCAM MLP29

I Control positivo CD45 Linfocitos de ratón

J Triple MLP29 MLP29

K Blanco MLP29 MLP29

L Blanco Linfocitos Linfocitos de ratón
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permitió cuantificar cuanto de la lectura del canal de APC era debida a la fluorescencia 

de FITC y PerCP detectada inespecíficamente en este canal. 

Se utilizó un citómetro FACS Aria (BD Biosciences, Alemania) para la adquisición de 

datos; el análisis de los mismos se realizó con el programa Cyflogic (CyFloLtd, 

Finlandia). 

Cabe recalcar que el clon utilizado para la citometría de flujo del anticuerpo anti 

EpCAM es el mismo que se utilizó para realizar la inmunofluorescencia indirecta y el 

aislamiento con MACS. 

Estudios sobre la organización del núcleo  

Fijación de las células 

Con el objeto de preservar la estructura tridimensional (3D) de los núcleos, las 

preparaciones celulares se lavaron brevemente (40-60 segundos) con PBS y se fijaron 

con una solución de PFA 4% en PBS pH 7,0 (sin CaCl2/MgCl2) durante 10 minutos. 

Posteriormente se lavaron 3 veces, durante 5 min cada vez, con PBS/Tritón X-100 

0,05%, se permeabilizaron con Tritón X-100 0,5% en PBS durante 20 minutos y se 

incubaron las células en Glicerol 20% en PBS toda la noche a 4°C. Se realizó después 

una segunda permeabilización mediante 4 rondas de congelación y descongelación de 

las preparaciones celulares en nitrógeno líquido (unos 30 segundos de congelación cada 

vez). Después de este procedimiento se lavaron 3 veces con PBS/Tritón X-100 0,05%, 

HCl 0,1 N, 2 veces con solución NaCl 300 mM y citrato de sodio 30 mM (2xSSC) y 

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

 

Hibridación in situ fluorescente  

FISH (Fluorescent in situ hybridization) es una tecnología que utiliza sondas de ADN 

marcadas con nucleótidos modificados con digoxigenina o biotina que a su vez se 
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pueden detectar mediante anticuerpos o haptenos marcados con fluorescencia. Este 

procedimiento conlleva la desnaturalización del ADN de la muestra (cromosomas 

metafásicos o en interfase) y del ADN de la sonda marcada, lo que induce la separación 

de las hebras complementarias de la doble hélice. 

La incubación de la muestra con la sonda de interés conduce a la formación de un 

hibrido de doble hélice en el sitio diana que estará marcado con fluorescencia y que se 

puede detectar por medio de microscopía de fluorescencia. El ensayo FISH puede 

usarse sobre células en metafase para detectar deleciones, para identificar material extra 

de origen desconocido o para detectar reordenamientos estructurales como los que se 

observan en ciertos cánceres. También se aplica a células en interfase, como por 

ejemplo en la detección de aneuploidías en células del fluido amniótico o en los estudios 

de organización espacial del genoma en el núcleo interfásico (Figura M.2). 

 

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

Las sondas para hibridar específicamente ADN satélite mayor y menor, presente en la 

región pericentromérica de todos los cromosomas de ratón, fueron preparadas con los 

clones pCR4-Min5-1 y pCR4-Maj9-1, respectivamente. Las bacterias, con los 

plásmidos que contenían los correspondientes insertos se cultivaron de acuerdo a 

métodos convencionales en medio LB con 12 μg/ml de ampicilina, durante 16 horas, a 

37ºC y con agitación continua (220 rpm). La extracción del ADN del plásmido se 

realizó de acuerdo a protocolos rutinarios (mi-Plasmid Miniprep Kit; Metabion 

international AG, Alemania). Se centrifugaron 5 ml del cultivo bacteriano a 12.000g a 

temperatura ambiente. Se descartó el sobrenadante y el precipitado se disolvió en 250 μl 

de tampón Tris-ClH pH 7,0. Las bacterias se rompieron con 250 μl de una solución de 

lisis compuesta por NaOH/SDS y se centrifugaron 10 min a 12.000g a temperatura 

ambiente. Finalmente el ADN del plásmido se purificó por filtración en columna y se 

recuperó con 50 μl de agua destilada. 

El marcaje del ADN del plásmido se realizó de manera individual para cada clon 

mediante Nick Translation, un procedimiento enzimático que infringe muescas en la 

molécula de ADN que simultáneamente son rellenadas con nucleótido modificados. Se 

marcaron 1-2 µg de ADN en una mezcla de reacción que contenía: tampón TRIS-ClH 

0,5M pH 8, MgCl2 0,050M, albúmina bovina 0,5 mg/ml, β-mercaptoetanol 0,1 M, d-

ATP 0,05 mM, d-CTP 0,05 mM, d-GTP 0,05 mM, d-TTP 0,005 mM, d-TTP 

modificado con biotina o digoxigenina 0,025 mM, DNAsa 0,0001 mg/ml y 10U de 

ADN polimerasa I en un volumen final de 100 μl. La reacción se efectuó en un 

termociclador a 15ºC durante 2 horas y se detuvo agregando 1 μl de EDTA 0,5M y 

posteriormente incubando 10 minutos a 65ºC. Los productos de la reacción 
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normalmente tuvieron entre 200-500 pb, lo que se comprobó electroforeticamente en 

geles de agarosa 1%. Los productos (sonda marcada) se almacenaron a -20ºC. 

El protocolo de hibridación se dividió en cuatro pasos:  

1. Preparación de la sonda de hibridación: se mezcló en un tubo de microcentrífuga 

50-100 ηg ADN satélite mayor marcado  con Digoxigenina e igual cantidad de 

ADN satélite menor marcado con Biotina, 4 μg de ARNt y 40 μg de ADN de 

esperma de salmón (Sigma, USA). Se añadió 0,1parte/volumen de acetato de 

sodio 3M pH 5,2 y 3 partes/volumen de etanol 100%, se incubó a -80ºC 1 hora y 

se centrifugó 12000g durante 30 min a 4ºC. El precipitado se resuspendió en una 

mezcla compuesta por 6 µl de formamida 50% y 6 µl de sulfato de dextrano 

10% en 2xSSC.  

2. Preparación de las células: Con el objeto de facilitar la penetración de las 

sondas, las preparaciones celulares recibieron un pre-tratamiento para eliminar 

restos de citoplasma que consistió en incubar con una solución de pepsina 

0,001%-0,005% (P/V) en HCl 0,01 M a 37ºC durante 2-10 minutos, controlando 

periódicamente el procedimiento bajo el microscopio de contraste de fase. 

Luego de esta digestión enzimática de membranas, las preparaciones se lavaron 

sucesivamente con PBS (sin CaCl2/MgCl2), PBS (con MgCl2) a temperatura 

ambiente durante 5 min cada vez. Posteriormente se fijaron con formaldehído 

1% en PBS durante 10 min, se lavaron nuevamente con PBS (con MgCl2).  

3. Hibridación: El ADN diana (células) se desnaturalizó por calentamiento a 72ºC 

durante 3 minutos en una solución de formamida 70%/2xSSC de pH 7,0. Por 

otro lado, la sonda se desnaturalizó por calentamiento a 85ºC durante 10 minutos 

y se depositó sobre un portaobjetos limpio y sobre ésta se colocó el cubreobjetos 

con las células haciendo contacto con la sonda. Se sellaron los bordes y se 
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incubó a 37ºC en una cámara de hibridación húmeda herméticamente cerrada y 

protegida de la luz durante 24 horas.  

4. Revelado: Para la detección de las sondas hibridadas, la preparación se lavó 

sucesivamente en formamida 50%/2xSSC, 1xSSC y 4xSSC/Tween-20 0,1% a 

47ºC por espacio de 5 minutos cada vez. Después de los lavados, se incubó la 

preparación con la solución de bloqueo compuesta por 4xSSC/Tween-20 

0,1%/Albumina bovina 3% a 37ºC durante 30 min y posteriormente con una 

solución del anticuerpo anti-Digoxigenina conjugado con FITC y de Avidina 

conjugada con Texas-Red a una dilución 1:200 en 4xSSC/Tween-20 

0,1%/Albúmina 4% (4A) durante 1 hora a 37ºC protegido de la luz. Finalmente 

las preparaciones se lavaron en 4xSSC/Tween-20 0,1% durante 5 minutos, se 

contracolorearon los núcleos con DAPI (1 ηg/ml en PBS) y se montaron con 

Vectashield (Vector Laboratories Inc., USA). 

 

Hibridación in situ fluorescente de ARN (ARN-FISH) 

Para hibridar los transcriptos primarios de los genes AFP y Dlk-1 en sus respectivos 

sitios de transcripción se utilizaron sondas preparadas con clones que contenían la 

secuencia específica para esos ARNm marcados mediante Nick Translation. 

El protocolo de hibridación se dividió en tres pasos:  

 

1. Preparación de la sonda de hibridación: se mezcló en un tubo de microcentrífuga 

50-100 ηg de ADN marcado con Digoxigenina o con Biotina 186, 4 μg de ARNt 

y 40 μg de ADN de esperma de salmón. Se añadió 0,1parte/volumen de acetato 

de sodio 3M pH 5,2 y 3 partes/volumen de etanol 100%, se incubó a -80ºC 1 

hora y se centrifugó 12000g durante 30 min a 4ºC. El precipitado se resuspendió 
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en una mezcla compuesta por 6 µl de formamida 50% y 6 µl de sulfato de 

dextrano 10% en 2xSSC. Para la hibridación de un cubreobjetos de 22 mm2, se 

utilizaron 10 ul de sonda, la que se desnaturalizó mediante calentamiento a 80ºC 

durante 7 min y posteriormente se incubó a 37ºC durante 1 hora para favorecer 

el bloqueo de las secuencias repetitivas. 

2. Hibridación: Se realizó sobre muestras sin desnaturalizar para permitir que la 

sonda reaccione sólo con ARN (monocatenario). Para ello, ésta se depositó 

sobre un portaobjetos limpio y sobre ella se colocó el cubreobjetos con las 

células haciendo contacto con la sonda. Se sellaron los bordes y se incubó a 

37ºC en una cámara de hibridación húmeda herméticamente cerrada y protegida 

de la luz durante 24 horas. 

3. Revelado: para la detección de la sonda hibridada al ARN se realizó mediante un 

protocolo similar al descrito anteriormente para el ADN-FISH. 

 

Adquisición y análisis de imágenes 

Para el estudio de la organización del genoma en el núcleo interfásico de células 

hepáticas de ratón se obtuvieron imágenes de ADN-FISH satélite mayor y satélite 

menor se observaron bajo un microscopio confocal Leica DMIRE-2 (Leica 

Microsystems, Alemania). Para la adquisición de imágenes 3D se utilizó el software 

provisto con el microscopio y el análisis de las imágenes se realizó con la versión 

portable del mismo, Leica Confocal Software Lite 187. Los parámetros de adquisición se 

establecieron previamente y se mantuvieron idénticos para todas las muestras 

analizadas.  

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

E400 de fluorescencia, equipado simultáneamente con una cámara Standard CCD. La 
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adquisición para todas las muestras analizadas se realizó en imágenes de formato jpg, de 

1376x1038 píxeles de tamaño, en tres canales (rojo, verde y azul; RGB) de 8 bits por 

canal y se analizaron utilizando Image J 185. Por cada muestra, se analizaron 60 núcleos 

en interfase (aproximadamente 20 por preparado).  

 

RT-PCR semi-cuantitativa 

La PCR en tiempo real (Real Time-PCR, en inglés) es una variación de la PCR con 

transcriptasa reversa (RT-PCR) estándar, utilizada para la semi-cuantificación 

(cuantificación relativa) de ARN mensajero (ARNm) de una muestra. Utilizando 

primers específicos de secuencia, es posible determinar la cantidad relativa de una 

determinada secuencia de ARN. 

 

Extracción de ARN  

Para la extracción de ARN total de las distintas subpoblaciones celulares se utilizó el 

reactivo Trizol (Invitrogen, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Brevemente, las células se lavaron con PBS y se realizó la extracción inmediatamente 

por disgregación mecánica pasándolo dichas células por jeringas con agujas de grosor 

decreciente en 1 ml de Trizol. Se centrifugó a 12.000g por 10 minutos a 4ºC y sobre el 

sobrenadante (en un tubo limpio) se agregó 0,2 ml de cloroformo. Se agitó con vortex y 

se incubó 15 minutos en hielo posteriormente se centrifugó 15 minutos a 12.000g a 4 ºC 

y la fase acuosa superior se transfirió a otro tubo. La precipitación del ARN se realizó 

con 0.5 ml de isopropanol durante 45 minutos a -20ºC, mientras que su aislamiento se 

realizó por centrifugación a 12.000g durante 15 minutos a 4°C. Se eliminó el 

sobrenadante y se lavó el pellet con etanol 70% 3 veces para eliminar posibles restos de 

sales. El ARN fue resuspendido en agua estéril y conservado a -70ºC.Una alícuota del 
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mismo fue utilizada para controlar su estado de integridad mediante electroforesis en gel 

de agarosa 1% y para su cuantificación mediante espectrometría. 

Para eliminar posible contaminación con ADN genómico se realizó el tratamiento con 

ADNasa: 5 ug de ARN total fueron incubados con 5 µl de ADNasa RQ1 libre de 

ARNsas (Promega, USA) y 1µl de inhibidor de ARNasa (RiboLock, Fermentas, 

Argentina) durante 30 minutos a 37°C. Para controlar que el tratamiento fue efectivo las 

muestras de ARN fueron utilizadas como posible molde para PCR (las cuales resultaron 

negativas). 

 

Retrotranscripción  

Una alícuota de de ARN extraído de la suspensión celular fue utilizado para la síntesis 

de ADNc. Brevemente, 1 ug del ARN, 0,5 µl oligo dT15 (Biodynamics, Argentina), 1 µl 

de la enzima transcriptasa reversa ImProm-II (Promega, USA), 4 µl del buffer provisto 

con la enzima (Promega, USA), 1 µl de inhibidor de ARNsas (RiboLock, Fermentas, 

Argentina) y 1 µl de dNTPs (desoxi-ribonucleotidos-trifosfatados, Biodynamics, 

Argentina) fueron incubados en un termociclador programado de la siguiente manera: 

25ºC durante 5 minutos seguido de una incubación a 42ºC durante 30 minutos y 

finalmente a 85ºC durante 5 minutos. Se controló que la transcripción reversa haya 

resultado efectiva mediante la realización de una PCR utilizando dicho ADNc como 

molde y primers para el gen GAPDH (gliceral-dehídro-3-fosfatodeshidrogenasa), cuya 

expresión es abundante y constitutiva. Las muestras, listas para ser utilizadas para PCR 

en tiempo real, se almacenaron en un freezer a -70ºC. 
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PCR en tiempo real 

Las PCR en tiempo real se llevó a cabo en un termociclador LightCycler 2.0 (Roche 

Applied Sciences, Alemania) utilizando la enzima TaqPlatinum (Invitrogen, USA) y 

SYBR Green (Invitrogen, USA), un fluorocromo que emite fluorescencia cuando se une 

sin especificidad de secuencia con el ADN doble cadena. Esta técnica se basa en la 

detección de la cantidad de fluorescencia producida en cada ciclo de PCR (en tiempo 

real) y lo representa gráficamente respecto al número de ciclos. El software del 

LightCycler 2.0 calcula el punto de inflexión de la curva fluorescencia vs número de 

ciclos identificando el punto de cruce (Cp). El Cp corresponde al punto (en número de 

ciclos) en el que la aceleración de la señal de fluorescencia está en su máximo, por lo 

tanto, este punto de cruce debe estar siempre situado en el centro de la porción de log-

lineal de la amplificación de PCR. La cantidad de fragmentos de amplificación 

producidos en cada ciclo es proporcional al número de moléculas de ARN inicial, de 

forma que en aquellas muestras con mayor expresión del gen de estudio la 

amplificación fluorescente aparecerá en ciclos anteriores (menor Cp). La medida de la 

expresión génica por medio de RT-PCR es una cuantificación relativa, en la que se 

compara entre las diferentes muestras la expresión del gen objeto de estudio respecto a 

la expresión de un gen constitutivo que no varía en las condiciones del experimento 

(control endógeno) En nuestro caso utilizamos la secuencia del ARNm del gen que 

codifica a la proteína GAPDH. 

La reacción se realizó a partir de 5 μl de ADNc, 0,5 mM de los primers 

correspondientes, 1 µl de dNTPs (Biodynamics, Argentina), 0.5 μl de SYBR Green 

(Invitrogen, USA), 2 μl buffer provisto con la enzima (Invitrogen, USA) y agua hasta 

un volumen final de 20μl. Los primers (cebadores) fueron diseñados mediante el 

software Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) y sus condiciones termodinámicas 

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/
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Tabla M.2: Secuencia de los primers diseñados para detectar el ARNm del gen que 
codifica a las proteínas de estudio, tamaño del amplicón y las temperaturas de unión de 
los mismos. 

controladas con el programa de NtiVector 10.3.1 (Invitrogen, USA). Las secuencias de 

los primers y las temperaturas de unión al ADNc (annealing) de los mismos se 

describen en la tabla M.2.  

Proteína de estudio Secuencia de los primers (5´-à 3´) 
Tamaño del 

amplicón 

Temperatura 

de unión 

GAPDH 
For: CTGGAGAAACCTGCCAAGTA 

92 58°C 
Rev: GTCCTCAGTGTAGCCCAAGA 

AFP 
For: ATCGACCTCACCGGGAAGAT 

142 57°C 
Rev: GAGTTCACAGGGCTTGCTTCA 

CD133 
For: CTCCTGGTGATTTGTCTGCT 

150 55°C 
Rev: TTGCTTTGGTGTTTCAGTCA 

CK19 
For: GTCAGTGTGGAGGTGGATTC 

120 58°C 
Rev: AAGGTAGGTGGCTTCAGCAT 

CLDN3 
For: CAACTGCGTACAAGACGAGA 

142 55°C 
Rev: GCACCAACGGGTTATAGAAA 

DLK1 
For: CACATCCTGAAGGTGTCCAT 

150 58°C 
Rev: AGGTTTCGCACTTGTTGAGA 

EpCAM 
For: TTGTGGTGGTGTCATTAGCA 

115 56°C 
Rev: TCTGTGGATCTCACCCATCT 

 
La reacción se llevó a cabo, como ya se mencionó, en un termociclador LightCycler 2.0 

(Roche Applied Sciences, Alemania), bajo las siguientes condiciones: un primer paso de 

desnaturalización inicial a 94ºC durante 10 minutos, continuado por 40 ciclos en el que 

cada uno incluyó desnaturalización a 94ºC durante 10 segundos, unión de primers a la 

temperatura específica (ver Tabla M.2) durante 10 segundos y extensión a 72ºC durante 

10 segundos. La medición de la fluorescencia se realizó a temperatura variable según la 

temperatura de desnaturalización de cada producto, obtenida durante la puesta a punto 

de los primers. Dado que SYBR Green se une inespecíficamente al ADN doble cadena, 

en caso de observarse dímeros de primers, la medición de la fluorescencia (dentro de 
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cada ciclo) se realizó a una temperatura mayor que la de desnaturalización de los 

dímeros pero menor a la temperatura de desnaturalización del producto, para asegurarse 

que la fluorescencia sea exclusivamente debida a la unión del SYBR Green al producto 

de PCR. Finalizados los 40 ciclos se realizó una curva de desnaturalización final 

mediante un gradiente de temperatura desde 60ºC hasta 90ºC para detectar la 

temperatura de desnaturalización de los productos obtenidos. Esto permitió hacer una 

estimación rápida de la especificidad del producto de PCR, dado que la temperatura de 

desnaturalización de cada producto de PCR es una propiedad intrínseca del mismo que 

está relacionado con su extensión y su secuencia de bases.  

En cada determinación, las PCRs en tiempo real se realizaron por duplicado para cada 

gen a estudiar y se verificó la presencia de un único producto y del peso molecular 

esperado en gel de agarosa 2%. Se utilizaron patrones de tamaño creciente de 50 pb y 

100 pb (Byodinamics, Argentina).  

 

Análisis de los datos  

Para cada par de primers se estudió el rango dinámico de diluciones y la eficiencia de la 

reacción 188. Cada experimento fue realizado con una curva interna de calibración en la 

que se introdujeron los valores de Cp obtenidos para cada muestra y se obtuvo un valor 

de expresión arbitrario. 

Se realizaron tres experimentos independientes para cada gen en cada una de las 

subpoblaciones estudiadas. En la determinación de cada muestra se procesó por 

duplicado y se tomó el valor de Cp correspondiente al promedio de los duplicados. 

Primeramente se realizó una curva de rango dinámico para definir el rango en el cual la 

relación entre el logaritmo de la concentración de molde y el valor de Cp se mantenga 

lineal, esto indica que la eficiencia de la reacción de PCR se encuentra alrededor del 
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100% 188. Para esto, durante la puesta a punto de los primers, se realizaron diluciones 

del ADNc y se graficó el CP obtenido para cada dilución en función del logaritmo de la 

concentración de ADNc. Arbitrariamente se le asignó el valor de 1.000 a la cantidad de 

ADNc molde presente en 1 ul del stock de ADNc sin diluir. Por lo tanto, por ejemplo 5 

ul de la dilución 1/10 correspondería a 500, y así sucesivamente (Figura M.3). A partir 

del grafico Cp vs Log [concentración] se calculó, por el método de cuadrados mínimos, 

la ecuación de la recta que describe esta relación. Además estudiando la bondad de 

ajuste de esta curva y la pendiente la misma se pudo corroborar que la relación se 

mantenía lineal dentro del rango de concentraciones ensayadas y que la eficiencia de la 

reacción era la adecuada para llevar a cabo la semi-cuantificación de los ARNm de 

interés. Para estos análisis de datos se utilizaron los programas informáticos GraphPad 

Instat 36 e Infostat 189. 

Para las determinaciones se decidió trabajar con una dilución 1/20 del ADNc, se realizó 

Dilución 

usada 

Volumen 

tomado (µl) 

Concentración 

arbitraria 

Log de la 

concentración 
CP obtenido 

1/10= 0.1 5 500 2,69897 25,52 

1/20= 0.05 5 250 2,39794 26,55 

1/40= 0.025 5 125 2,09691 27,64 

 

y = -3,5212x + 35,014

R
2
 = 0,9997

25

25,5

26

26,5

27

27,5

28

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

log de la concentración

C
P

 

Figura M.3: ejemplo de curva de dilución de rangos dinámicos. 
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en cada experimento una curva interna de calibración utilizando, por ejemplo diluciones 

de 1/10, 1/20 y 1/40. Se graficó el Cp obtenido para cada dilución en función del 

logaritmo de la concentración de ADNc. A partir de este gráfico se calculó la ecuación 

de la recta, la que se utilizó para intrapolar el valor de Cp (promedio de los duplicados) 

y, de esta forma obtener un valor arbitrario de concentración de ADN molde de dicho 

gen. Se repitió el mismo procedimiento para todos los genes estudiados incluyendo el 

control interno GAPDH. 

Los valores arbitrarios de concentración de cada gen fueron expresados en valores 

normalizados al valor arbitrario de concentración obtenido para GAPDH y se 

confrontaron entre sí mediante el test de ANOVA de un factor y los contrastes post-hoc 

de Tukey o t-de Student, según correspondía 189.  

 

Trasplante de células troncales 

Preparación de la suspensión celular  

Para estudiar la capacidad de anidación y proliferación de las células troncales, las 

células EpCAM (+) se marcaron con carboxifluoresceina-diacetato-succinimidil-ester 

(CFSE, Invitrogen, USA) que es un trazador que permite identificar las células in vivo. 

Esta molécula incolora difunde pasivamente al interior de las células, donde los grupos 

acetato son clivados por esterasas intracelulares para formar la molécula fluorescente, 

que se mantiene atrapada en el citoplasma celular. Se tomó una alícuota de 1.6.106  

células suspendidas en 1ml de PBS pH 7,0, se mezcló con 1ml de una solución 20 µM 

de CFSE en PBS y se incubó durante 40 minutos en un baño termostatizado a 37ºC, 

protegido de la luz. Posteriormente las células se lavaron mediante centrifugación (3 

veces) en 12 ml de medio de cultivo RPMI suplementado con 10% de SFB y 1% 

antibiótico-antimicótico (100 U/ml penicilina/ 100 µg/ml estreptomicina/ 0,25 µg/ml 
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anfotericina B). Finalmente, se prepararon alícuotas de 2.105 células en un volumen 

aproximado de 150 µl de RPMI y se conservaron en hielo protegidas de la luz hasta el 

momento de realizar el procedimiento de trasplante.  

 

Trasplante esplénico de células troncales  

En cada uno de 3 experimentos independientes, las células fueron trasplantadas en el 

bazo de 4 ratones singénicos sanos C57BL\6. Se utilizaron en total 24 ratones, a razón 

de cuatro ratones machos singénicos sanos tratados, 2 ratones de control, un control 

sham (intervención simulada) y otro control sin operar por cada uno de los 3 

experimentos. Los animales fueron anestesiados como se describió anteriormente y se 

realizó una incisión en el cuarto inferior derecho del vientre que incluyó un corte 

transversal de 0,5-1 cm en la piel y luego otro corte en el mismo sentido de 0.5 cm en la 

pared muscular. Al mismo tiempo, la alícuota de 150 ul de células marcadas con CFSE 

fue cargado en una jeringa hipodérmica sin volumen muerto de 29G (Terumo, Japón). 

Se expuso el bazo con la ayuda de una pinza y un hisopo estéril y se inyectaron 

aproximadamente 100 µl de la suspensión de células en el extremo distal del bazo. Una 

vez concluida la inyección, las incisiones se cerraron mediante 3 puntos de sutura con 

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

jaulas y mantenidos bajo observación durante las siguientes 2 horas. 

 

Determinación de la capacidad de anidación 

Los ratones fueron sacrificados 24 y 48 hs posteriores al trasplante (2 ratones tratados y 

uno control por punto temporal), se extirparon el  bazo, el hígado y los pulmones, y se 

fijaron en PFA 4% (en PBS) a 4ºC. Los tejidos fueron incluidos en tacos de parafina 
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que se cortaron con micrótomo a un espesor de 10µm, se montaron en portaobjetos y se 

incubaron en una estufa a 50°C. 

Los preparados se observaron en un microscopio de fluorescencia Nikon eclipse E400 

con filtros para FITC. 
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Resultados 

1. Aislamiento y caracterización de células troncales de hígado de rata 

 
Con el objetivo de aislar e identificar células troncales/progenitoras hepáticas (LSPC) 

en condiciones fisiológicas, primeramente se realizó la puesta punto de los protocolos 

para el aislamiento de LSPC a partir de fetos de rata, especulando que el mayor tamaño 

del hígado fetal de estos animales, además de facilitar la técnica de aislamiento, 

aseguraría una cantidad de células adecuada para desarrollo de una tecnología eficaz. Se 

llevaron a cabo 18 experimentos individuales con ratas preñadas de 18-20 días de 

gestación. Los animales fueron sacrificados e inmediatamente se extrajeron la totalidad 

de los fetos; los cuales, a su vez, se sometieron a extirpación quirúrgica del hígado bajo 

lupa. Después de la digestión enzimática de los hígados fetales, se determinó (mediante 

conteo en cámara hemocitométrica) que en promedio el 65% del total de las células 

presentes en la suspensión eran glóbulos rojos. Una vez eliminados los glóbulos rojos 

de la suspensión celular total se obtuvieron en promedio 5,63.107 células por hígado 

Figura R.1.1. Inmunofluorescencia indirecta para la suspensión de células totales del 
hígado fetal de rata de 14,5 dpc, luego de la digestión enzimática. Se identificaron 
células positivas tanto para el pool de anticuerpos anti-células progenitoras 
hematopoyéticas: Hem (a); como así también células positivas para el anticuerpo 
especifico de hepatocitos maduros: Hep (b). Aumento 400x. 
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fetal (rango: 1,34.107 a 1,18.108). La viabilidad de las células totales aisladas osciló 

entre un 96 y un 100% en todos los experimentos. 

Con el objeto de identificar y caracterizar las distintas subpoblaciones presentes, se 

realizaron inmunomarcaciones sobre las células totales con un pool de anticuerpos para 

identificar células progenitoras hemopoyéticas (Hem) y otro anticuerpo específico de 

hepatocitos maduros (Hep). La inmunofluorescencia mostró que la suspensión de 

células totales contenía tanto células positivas para Hem como para Hep (Figura R.1.1a 

y 1.1b). 

La suspensión celular se separó mediante fraccionamiento por centrifugación en un 

gradiente de Percoll. Luego de la centrifugación se obtuvieron dos fracciones, una en la 

interfase entre el 50% y el 60% de Percoll y otra en el fondo del tubo. Ambas fracciones 

se sometieron a inmunofluorescencia con los anticuerpos Hem y Hep. La fracción 

recolectada de la interfase contenía células positivas para el pool de anticuerpos Hem, y 

no contenía células positivas para Hep (Hem (+)/Hep (-)), y por lo tanto se la denominó 

fracción hemopoyética (FHM) (Figura R.1.2a). La fracción inferior del gradiente 

contenía células Hep (+), y no se detectaron células Hem (+), y se denominó fracción 

hepática (FHP) (Figura R.1.2b). 

Figura R.1.2. Inmunofenotipado de las sub-poblaciones celulares. La suspensión celular 
fue sometida a una centrifugación en un gradiente discontinuo de Percoll, se obtuvieron 
dos fases: la superior contiene células Hem (+) (a) pero no presenta células positivas 
para el anticuerpo Hep. La fase inferior del gradiente posee sólo células Hep (+) (b) 
(400x). 
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Las células de la FHP fueron cultivadas en E de Williams suplementado (ver materiales 

y métodos) durante 4 días y al cabo de ese tiempo se observó la formación de una 

monocapa de células con morfología característica de hepatocitos maduros. Sobre estas 

células se realizó inmunofluorescencia con anticuerpos OC2, OC3 y Thy-1,los 3 son 

conocidos marcadores de células ovales 190,191. Se encontró que células OC2 (+) y OC3 

(+) se ubicaron dispersas sobre la monocapa de células con aspecto de hepatocitos 

maduros. Además, rodeando a estas células OC 2 y OC3 (+), se encontraron colonias de 

células más pequeñas con morfología similar a la de las células ovales, pero negativas 

para los marcadores OC2 y OC3, que se denominaron células tipo oval (Figura R.1.3). 

Dentro de la FHP también se hallaron células similares en tamaño y morfología a las 

células OC2/OC3 (+) y que resultaron positivas para Thy-1, el otro marcador de células 

ovales (Figura R.1.4a). Incluso algunas de estas células mostraron doble marcación para 

OC2 y para Thy-1 (Figura R.1.4b). 

  

Figura R.1.3. Fracción hepática. Luego de 4 días de cultivo se observan sobre una 
monocapa de hepatocitos, células OC2 (+) (a) y OC3 (+) (b) (flechas) rodeadas de 
células “tipo oval” (puntas de flechas). Núcleos teñidos con hematoxilina. Aumentos (a) 
400x; (b) 1000X. 
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Figura R.1.4. Las células ovales de la FHP co-expresan OC2 y Thy-1. En la FHP 
cultivada durante 4 días observamos tanto células que expresan Thy-1 (verde) (a) como 
células que co-expresan OC2 (verde) y Thy-1 (rojo) (b). Aumento 400x. 
 
 

Cuando las células de la FHP fueron cultivadas en el mismo medio de cultivo pero con 

el agregado de HGF se observó un importante aumento en la cantidad de células 

OC2/OC3 (+) (Figura R.1.5, células OC3 (+) no mostradas), así como también de las 

células más pequeñas tipo oval. 

 

Figura R.1.5. Las células ovales de la FHP proliferan en presencia de HGF. Luego de 
cultivar la FHP durante 4 días con HGF observamos un enriquecimiento tanto de células 
ovales (OC2 (+), flechas) como de células tipo ovales (puntas de flechas). Aumento 
400x. 
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Los cultivos de la FHP se prolongaron hasta los 6 días. Este procedimiento resultó en la 

formación de colonias (acúmulos celulares) (Figura R.1.6a), que fueron sub-cultivadas 

utilizando cilindros de clonado. Estas células subcultivadas fueron capaces de adherirse 

al sustrato y mantuvieron la expresión de OC2 durante 14 días, aunque no mostraron 

signos de proliferación posterior, in vitro (Figura R.1.6b). 

 

Para mejorar la adherencia e inducir la proliferación de las células ovales sub-

cultivadas, se utilizó un recubrimiento de colágeno IV sobre la superficie de cultivo. Las 

colonias aisladas, separadas del resto de las células utilizando cilindros de clonado, se 

disgregaron mecánicamente mediante la succión y liberación repetida de la suspensión 

con una micropipeta con una punta de 1.000 µl (P1000). Las células ovales así 

obtenidas fueron subcultivadas, se adhirieron correctamente al sustrato (Figura R.1.7a) 

y al cabo de 4 días formaron pequeñas colonias (Figura R.1.7b), pero en ningún caso 

estos cultivos sobrevivieron mas allá de este periodo. 

Figura R.1.6. Formación de acúmulos de células OC2 (+). Al cabo de 6 días en cultivo 
las células forman acúmulos (a). Luego de sub-cultivar estos acúmulos observamos que 
se mantiene la expresión de OC2 (b) (flechas). Aumentos 200x (a) y 400x (b). 
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Cabe destacar que en los cultivos de las células totales sin fraccionar se encontraron 

escasas células positivas para los marcadores OC2 (no mostradas) y OC3 (Figura 

R.1.8). En este caso el agregado de HGF al medio de cultivo no tuvo el mismo efecto 

sobre las células ovales, ya que no se observaron células “tipo oval” alrededor, a 

diferencia de los cultivos de la fracción hepática. 

  

Figura R.1.7. Células ovales (OC2 (+) subcultivadas sobre colágeno IV. El 
recubrimiento de la superficie con colágeno IV permite la adherencia (a, 24 horas), y la 
formación de colonias de células ovales (b, 4 días en cultivo). Aumento 400X. 
 

Figura R.1.8. Células totales sin fraccionar. No se observan células “tipo ovales” 
alrededor de células OC3 (+) (flechas) cultivadas durante 4 días en presencia de HGF. 
Aumento 400x. 
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2. Aislamiento y caracterización de células troncales de hígado de ratón 

 
Los resultados descriptos en el capítulo anterior mostraron la factibilidad de aislar e 

identificar LSPC en condiciones fisiológicas a partir de hígados fetales y de enriquecer 

en LSPC un cultivo de células hepáticas. Por otro lado estos experimentos nos 

permitieron demostrar que los anticuerpos OC2 y OC3 son muy útiles para la 

identificación de células ovales. Sin embargo, y debido a que estos anticuerpos no se 

encuentran disponibles comercialmente, su uso impone limitaciones al desarrollo 

tecnológico planteado. Debido a ello, se decidió cambiar de sistema experimental por un 

modelo de ratón, para el cual existe una mayor cantidad de anticuerpos comerciales 

disponibles. Además pensamos que este sistema presenta mejores perspectivas a futuro, 

debido a la posibilidad de generar o adquirir animales transgénicos para diversas 

patologías que permitan estudiar las posibles aplicaciones de estas células en terapias 

regenerativas. Más aún, la experiencia adquirida con ratas nos permitió, no sólo evaluar 

la factibilidad, sino también ajustar las condiciones de cultivo en términos de soportes y 

medios nutritivos apropiados para la expansión de esta población celular. 

Debido a que durante el desarrollo embrionario el hígado actúa como órgano 

hemopoyético, decidimos caracterizar en nuestro modelo la extensión temporal de la 

hemopoyesis en el hígado durante el desarrollo embrionario. Para ello se aislaron 

células totales de hígados de fetos de ratón de distintos tiempos de gestación, 

incluyendo embriones de edades comprendidas entre 12,5 dpc y 19,5 dpc y de ratones 

de 1 día de vida. Las células aisladas se cultivaron en agar semisólido durante 10 días. 

Mediante la observación  microscópica de los cultivos, se identificaron 

morfológicamente y se cuantificaron las colonias eritroides (BFU-E) (Figura R.2.1a), 

granulocíticas-macrofágicas (UFC-GM) (Figura R.2.1b) y megacariocíticas (UFC-ME) 

(no mostradas). Este estudio nos permitió observar, en concordancia con lo descrito por 
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otros autores, que durante la fase hepática de la hemopoyesis el número de células 

formadoras de colonias aumentan desde 12,5 dpc llegando a un máximo hacia 17,5 dpc, 

donde comienza descender hacia los primeros días luego del nacimiento. 

Cronológicamente, se observa primero un predominio de las células del linaje eritroide 

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

macrofágicas. Las células del linaje megacariocítico aparecen en 14,5 dpc y su número 

se mantiene prácticamente constante hacia el nacimiento (Figura R.2.2). 

Figura R.2.1. Colonias de células progenitoras hemopoyéticas obtenidas luego de 10 
días de cultivo en agar semisólido. a) Unidades formadoras de brotes eritroides (BFU-
E). b) Unidades formadoras de colonias granulocíticas-macrofágicas (UFC-GM). 
Aumento a) 200x y b) 400x. 
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Para el aislamiento y caracterización de las LSPC de ratón se realizaron 23 

procedimientos de laboratorio individuales a partir de 27 hembras preñadas de 14,5 dpc, 

de las que se extrajeron en promedio 8,4 fetos por hembra (rango 4-20, moda 9). El 

hígado de fetos de 14,5 dpc tiene un tamaño aproximado de 3 x 4 mm y son fácilmente 

identificables bajo lupa ya que es el órgano de mayor tamaño en el abdomen del feto. 

En general para cada aislamiento se utilizó una hembra preñada, pero en los casos en 

que el número de fetos fue menor a 6, se utilizaron 2 hembras. Para la digestión y los 

tratamientos posteriores el material extirpado de todos los fetos fue agrupado y 

procesado conjuntamente. A partir de cada hígado fetal se obtuvieron en promedio 1,42 

107 células (rango 1,23 106–4,07 107). La integridad de la membrana plasmática, fue 

utilizada como indicador de la viabilidad de las células aisladas. Con el método de 

exclusión de azul tripan estimamos que prácticamente el 100% de las células eran 

viables luego del proceso de aislamiento. 

Con el objeto de caracterizar la población de células aisladas de hígado fetal de ratón de 

14,5 dpc, se realizó la identificación mediante inmunofluorescencia con anticuerpos 

Figura R.2.2. Evolución de la hematopoyesis en el hígado fetal de ratones. Porcentaje 
de Unidades Formadoras de Colonias (UFCs) pertenecientes a cada linaje, normalizado 
al número mayor de colonias totales (189 colonias en 14,5 dpc). 
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contra las proteínas AFP, E-cadherina, Thy-1 y CK19. Aproximadamente el 60% de las 

células aisladas expresaron AFP (Figura R.2.3), mientras que sólo el 5% del total de las 

células aisladas fueron E-cadherina (+) (Figura R.2.4). Por otro lado, tanto las células 

CK19 (+) como las células Thy-1 (+) representan una pequeña proporción de las células 

totales del hígado fetal de 14,5 dpc, la cual no pudo ser cuantificada debido a que en 

ambos casos, las células positivas, se encontraron siempre formando pequeños 

acúmulos de 3 a10 células (Figuras R.2.5 y R.2.6). 

 

Figura R.2.3. Las células aisladas del hígado de ratón de 14,5 dpc expresan AFP. 
Aumento 100x. 

Figura R.2.4. Las células aisladas del hígado de ratón de 14,5 dpc expresan E-cadherina. 
Aumento 400x. 
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Adicionalmente se realizó inmunofluorescencia con un anticuerpo contra EpCAM y se 

Figura R.2.5. Las células aisladas del hígado de ratón de 14,5 dpc expresan Thy-1. 
Aumento 400x. 

Figura R.2.6. Las células aisladas del hígado de ratón de 14,5 dpc expresan CK19. 
Aumento 400x. 

Figura R.2.7. Agregado de células EpCAM (+). La suspensión de células obtenida luego 
de la digestión enzimática contiene algunos agregados de células EpCAM (+). Aumento 
400x. 
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determinó que aproximadamente el 12-15% de la población de células nucleadas totales 

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

Para corroborar estos datos se realizó un análisis mediante citometría de flujo sobre las 

células totales utilizando anticuerpos contra EpCAM, E-cadherina y CD45. Este análisis 

confirmó efectivamente que en el hígado fetal de 14,5dpc, un 16,92% de las células son 

EpCAM (+) y que un 5,47% de las células son positivas para E-cadherina. Además, se 

determinó que un 17,40% de las células son positivas para CD45 (Figura R.2.8). En 

conjunto, las células marcadas corresponden al 39,79% del total de las células aisladas. 

En el diagrama de Venn de la Figura R.2.8 se observa en detalle la distribución de las 

subpoblaciones identificadas: EpCAM (+)/(-); E-cadherina (+)/(-) y CD45 (+)/(-). Estos 

resultados ponen de manifiesto que del total de las células que expresan el marcador 

pan-linfocitario CD45, aproximadamente un 12% expresan (y co-expresan) las 

moléculas características de células epiteliales EpCAM y E-cadherina. 

Figura R.2.8. Sub-poblaciones celulares en el hígado fetal de ratón de 14,5 dpc. En la 
figura se muestran los valores correspondientes al promedio de los datos de tres 
experimentos independientes. 
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Simultáneamente, y como control, se analizó por citometría de flujo la línea celular 

MLP29 que se considera derivada de progenitores hepáticos de ratón192. Esta línea 

celular presenta una robusta coexpresión de EpCAM y E-Cadherina en la mayoría de la 

células, aunque también se detectó una pequeña subpoblación de células CD45 (+) 

(Tabla R.2.1, Figura R.2.9). Aunque con diferencias en el porcentaje de células que 

expresan estos marcadores respecto de las células primarias de hígado fetal, es digno de 

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

 

Poblaciones % del total 
E-Cadherina (+) 95,83 

EpCAM (+) 95,63 
CD45 (+) 1,88 

EpCAM (+)/E-cadherina (+) 93,53 
EpCAM (+)/E-cadherina (+)/CD45 (+) 1,71 

 

 

  

Tabla R.2.1. La línea celular MLP-29 co-expresa E-Cadherina y EpCAM. Detalle de las 
sub-poblaciones graficadas en la figura 4.3. 
 

Figura R.2.9. La línea celular MLP-29 co-expresa EpCAM y E-Cadherina. Dot-plot E-
Cadherina-FITC vs. EpCAM-APC.  
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3. Aislamiento y caracterización de células troncales EpCAM (+) 

Dada la efectividad de la proteína EpCAM para la identificación de las células troncales 

hepáticas en humanos 147, se utilizó esta proteína como diana para el aislamiento y 

purificación de este tipo celular mediante la separación física con anticuerpos anti-

EpCAM acoplados a perlas magnéticas utilizando el sistema MACS. De los 23 

experimentos que realizamos, en diez de ellos se aislaron células EpCAM (+) a partir de 

la suspensión de células obtenida de los hígados fetales de 14,5 dpc, con la tecnología 

MACS. Del total de células colocadas en cada columna de separación magnética se 

recuperó el 10% (SD 0,19) y la cantidad de células obtenidas en la fracción EpCAM (+) 

promedió el 4,90% (SD 0,02), correspondiendo el resto a células EpCAM (-). 

Las células EpCAM (+) purificadas usando perlas magnéticas se caracterizaron 

mediante inmunofluorescencia con anticuerpos contra proteínas asociadas con el linaje 

mesenquimal/hemopoyético, como así también contra proteínas que expresan solo 

células de linajes epiteliales hepáticos clásicos. Entre las primeras se ensayó Thy-1 y se 

encontró que las células EpCAM (+) co-expresan esta proteína (Figura R.3.1a). La 

reacción de inmunofluorescencia con anticuerpos contra CK19, que indica la 

potencialidad de diferenciarse en células del canalículo biliar, y con anticuerpos contra 

las proteínas AFP y E-Cadherina específicas de hepatocitos también fueron positivos 

(Figura R.3.1b, c y d). Este análisis demostró que las células EpCAM (+) aisladas co-

expresan cuatro de los marcadores específicos de células troncales hepáticas y 

demuestra que el antígeno de superficie EpCAM es apropiado y de gran utilidad para 

aislar y purificar células troncales hepáticas de ratón a partir de hígado fetal. 
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Expresión de genes asociados al carácter hepato-específicos en células troncales  

Se determinó, mediante PCR en tiempo real semi-cuantitativa, el nivel de expresión 

relativa del gen EpCAM en las células recién aisladas (totales) y en las subpoblaciones 

EpCAM (+) y EpCAM (-). Este análisis reveló que el nivel de mARN del gen EpCAM 

es notablemente superior en las células de la subpoblación EpCAM (+) que en las 

células de la subpoblación EpCAM (-) (Figura R.3.2 columnas 3 y 4). Por otro lado, 

sabiendo que la misma proteína EpCAM (que utilizamos como ancla para aislar las 

células) puede actuar como transductor de señales y modular la expresión de su gen, fue 

necesario un control adicional. Para esto se incubó la suspensión de células totales con 

el anticuerpo anti-EpCAM (siguiendo el protocolo de marcación que utilizamos para 

Figura R.3.1. Las células EpCAM (+) co-expresan genes compartidos con linajes 
hematopoyéticos mesenquimales y distintos linajes hepáticos: a) Thy-1; b) CK19; c) 
AFP; d) E-Cadherina. Aumento 200x. 
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aislar las células mediante MACS), se extrajo el ARN y posteriormente se midió el 

nivel de expresión de EpCAM. No se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas entre las células totales incubadas o no con el anticuerpo (Figura R.3.2 

columnas 1 y 2). Este experimento mostró que la unión del anticuerpo anti-EpCAM no 

modula la expresión de EpCAM en la suspensión de células totales en los tiempos y 

bajos las condiciones que lo utilizamos como ancla para el aislamiento de las células 

EpCAM (+). 

Con el objeto de estimar el grado de diferencia de expresión del gen en las distintas 

poblaciones celulares, los datos se expresaron en forma relativa al del gen GAPDH y se 

compararon estadísticamente mediante el test ANOVA de un factor, post-hoc Tukey 

(p< 0,001= significativo). El análisis estadístico reveló que la expresión relativa de 

EpCAM en la suspensión de células EpCAM (+) es 33% superior a la de las células 

EpCAM (-) (p< 0,0001). Como control se comparó el nivel de expresión en la primera 

fracción con la de las células MLP29, derivada de progenitores hepáticos, e 

interesantemente ambos tipos celulares exhibieron un elevado nivel de transcripción del 

gen EpCAM. Más aún el test estadístico reveló que no existen diferencias significativas 

(p> 0,1) en la expresión relativa de EpCAM entre la subpoblación EpCAM (+) y la línea 

celular MLP29 (Figura R.3.2 columnas 4 y 5). 
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Adicionalmente se determinó el estado transcripcional de los genes que codifican AFP y 

Figura R.3.2. Expresión relativa de EpCAM en células hepáticas de 14,5dpc. La 
expresión es relativa a GAPDH. Test estadístico de ANOVA de un factor; post-hoc 
Tukey ** p< 0,001; ns: no significativo. 

Figura R.3.3.Expresión relativa de AFP en células hepáticas de 14,5dpc. La expresión 
es relativa a GAPDH. Test estadístico de ANOVA de un factor; post-hoc Tukey ** p< 
0,001. 
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Figura R.3.4. Expresión relativa de CK19 en células hepáticas de 14,5dpc. Nótese que el 
nivel de expresión en la línea celular MLP29 está graficado en una escala diferente. La 
expresión es relativa a GAPDH. Test estadístico t de Student ** p< 0,001. 

CK19 mediante RT-PCR. En la Figura4.3 se observa quelas células EpCAM (+) 

expresaron dos veces más cantidad de mARN de AFP que las células EpCAM (-) 

(p<0,001), mientras que la línea celular MLP29 presentó una expresión 

significativamente inferior de este gen respecto de las células EpCAM (+) (Figura R.3.3 

columna 3). Por el contrario, la expresión relativa de CK19 en células MLP29 fue 

aproximadamente 1000 veces superior a la expresión de la subpoblación EpCAM (+) 

(Figura R.3.4 columnas 2 y 3). Sin embargo la comparación del estado transcripcional 

de este gen entre células EpCAM (+) con aquellas presentes en la fracción EpCAM (-) 

demostró que en las primeras el nivel fue 33 veces superior al de la segunda 

subpoblación (Figura R.3.4 columnas 1 y 2).  
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Expresión de genes asociados con el carácter troncal 

Recientemente se ha demostrado que las proteínas codificadas por los genes Claudina3 

(Cldn3) y Dlk-1, están asociados al carácter troncal en células epiteliales y 

hemopoyéticas 125,193,194. Por lo tanto y con el objetivo de conocer el perfil de expresión 

de estos genes en la población EpCAM (+), se realizó la semi-cuantificación mediante 

RT-PCR. Adicionalmente se midió el nivel de expresión del gen que codifica para 

CD133, un marcador ampliamente utilizado para identificar células troncales de origen 

mesenquimal, principalmente hemopoyéticas 195 y neurales 196. 

 

Este estudio reveló que existe actividad transcripcional del gen CD133 tanto en las 

subpoblaciones EpCAM (+) y EpCAM (-), como en la línea celular MLP29. Sin 

embargo, el nivel de expresión relativa en las células primarias fue mínimo, cerca del 

límite de detección del sistema (Figura R.3.5), mientras que en las células MLP29 fue 

Figura R.3.5.Expresión relativa de CD133 en células hepáticas de 14,5dpc. La expresión 
es relativa a GAPDH. Test estadístico t de Student; ns: no significativo. 
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significativamente superior. Los valores obtenidos para las dos subpoblaciones de 

células primarias no fueron significativamente diferentes. 

Figura R.3.6.Expresión relativa de Cldn3 en células hepáticas de 14,5dpc. La expresión 
es relativa a GAPDH. Test estadístico de ANOVA de un factor; post-hoc Tukey ** p< 
0,001. 

Figura R.3.7. Expresión relativa de Dlk-1 en células hepáticas de 14,5dpc. La expresión 
es relativa a GAPDH. Test estadístico t de Student * p< 0,05. 
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La expresión relativa de ARNm de Cldn3 en las células de la subpoblación EpCAM (+) 

fue 117 veces superior a la de la subpoblación EpCAM (-) y 7 veces superior al nivel de 

expresión de la línea celular MLP29 (Figura R.3.6). Por otro lado, la expresión relativa 

de Dlk-1 fue 5 veces superior en la subpoblación EpCAM (+) que en la subpoblación 

EpCAM (-) (Figura R.3.7). El nivel de expresión de este gen en la línea celular MLP29 

fue indetectable por esta técnica. Los niveles de expresión de Cldn3 y Dlk-1 en las 

células de la subpoblación EpCAM (+) fueron significativamente diferentes tanto a las 

células EpCAM (-) como así también a las células MLP29, probablemente esto 

obedezca a diferencias funcionales que estarían relacionadas con el grado o compromiso 

que tienen los productos de estos genes en el mantenimiento del carácter troncal. 

 

Expresión in situ de genes asociados al carácter hepático en células troncales  

La tecnología RT-PCR da una medida del estado transcripcional de una población 

celular, es decir es un promedio en el que se incluyen células en las que el gen ensayado 

puede estar inactivo. Con el objeto de estudiar el perfil de transcripción en células 

individuales y de esta manera obtener información acerca del grado de participación de 

las proteínas en la mantención del carácter troncal, realizamos ARN-FISH con sondas 

específicas para AFP y Dlk-1 en preparaciones de las células aisladas EpCAM (+). 

Las hibridaciones realizadas con sondas para los transcriptos de AFP demostraron que 

el 18,87 % de células EpCAM (+) exhibían señales ARN-FISH; mientras que las 

realizadas con sondas para Dlk-1 mostraron que sólo el 5,66 % de las células EpCAM 

(+) expresan Dlk-1. Adicionalmente el estudio reveló que la expresión de Dlk-1 en 

células EpCAM (+) es siempre monoalélica; mientras que en el caso de AFP la 

expresión monoalélica correspondió al 60% de las células EpCAM (+)/ AFP (+) (Figura 

R.3.8). 
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Figura R.3.8. ARN-FISH en la sub-población EpCAM (+). Las microfotografías 
ilustran cómo se observa una célula con una expresión monoalélica de Dlk-1 (derecha) y 
una expresión bialélica de AFP (izquierda). 
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4. Organización del genoma 

 
Mediante ADN-FISH con sondas para las secuencias repetitivas correspondientes al 

ADN satélite mayor y al ADN satélite menor localizadas en la región pericentromérica 

de los cromosomas de ratón y microscopía confocal se estudió la organización espacial 

de la cromatina de la subpoblación EpCAM (+) y se la comparó con las células EpCAM 

(-). Se observó que en las células EpCAM (-) tanto el ADN satélite mayor como el 

ADN satélite menor, presentan una distribución diferente al de las células EpCAM (+). 

Mientras en las primeras el ADN satélite, y en consecuencia los centrómeros, presentan 

una agregación más pronunciada formando los clásicos dominios llamados 

cromocentros, mayormente ubicados en un plano paralelo al sustrato, en las células 

EpCAM (+) la distribución es más homogénea en todo el núcleo y con menor 

agregación de cromocentros (Figura R.4.1). 

 

 

Figura R.4.1. Distribución espacial de secuencias repetitivas pericentroméricas. Célula 
EpCAM (+) presentan una distribución más homogénea de los bloques 
heterocromáticos, probablemente debido a un estado transcripcional más activo.  
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Adicionalmente se realizaron experimentos de inmunofluorescencia para histona H3 

acetilada en lisinas 14 y 23 (Figura R.4.2) e histona H3 metilada en lisina 9 (Figura 

R.4.3), ambas modificaciones asociadas con el estado activo y silente de la cromatina, 

respectivamente. El análisis demostró que efectivamente un elevado nivel de histona 

H3Ac14-23 en las células precursoras (Figura R.4.2) y que la marca asociada con 

silenciamiento estaba preferentemente circunscripta a las regiones heterocromáticas del 

genoma, es decir en los cromocentros (Figura R.4.3).  

 

 

  

Figura R.4.2.  Acetilación de lisinas 14 y 23 de la histona H3. Las células EpCAM (+) 
presentan un patrón de tinción difuso preferentemente asociado a  zonas eucromáticas y 
ausente en regiones heterocromáticas como pueden observarse en el panel derecho 
correspondiente al mismo campo teñido con DAPI. 

Figura R.4.3 Metilación de lisina 9 de histona H3. La modificación relacionada con el 
silenciamiento génico localiza preferentemente en los bloques heterocromáticas 
(coincidencia entre la coloración DAPI y H3-metK9). 
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5. Purificación y cultivo de células troncales EpCAM (+) 

Como se mencionó anteriormente, se realizaron un total de diez experimentos de 

aislamientos de células EpCAM (+) a partir de la suspensión de células obtenida de los 

hígados fetales de 14,5 dpc. Las células EpCAM (+) purificadas usando perlas 

magnéticas se cultivaron bajo diferentes condiciones que favorecían su proliferación y 

que al mismo tiempo mantenían su estado indiferenciado. En primer lugar se utilizó un 

medio de cultivo E-de Williams suplementado, diseñado especialmente para el 

crecimiento in vitro de hepatocitos (ver materiales y métodos). En estas condiciones las 

células EpCAM (+) no fueron capaces de proliferar en cultivo. En segundo término, se 

emplearon medios condicionados de hepatocitos fetales y de adultos, como así también 

co-cultivo de las células EpCAM (+) con explantos de hígado fetal de 14,5 dpc y con 

hepatocitos fetales, en este último caso mediante el uso de insertos de cultivo. Estas 

estrategias permitieron, en el mejor de los casos, mantener viables a las células EpCAM 

(+) por sólo 24hs. Dado estos resultados, se decidió utilizar el medio de cultivo RPMI 

suplementado y facilitar el anclaje de las células al sustrato mediante cultivo 

tridimensional tanto en gel de fibrina como en esferas de alginato que resultaron 

infructuoso para el establecimiento de cultivos in vitro de las células EpCAM (+). La 

cobertura de la superficie de cultivo con colágeno tipo IV permitió aumentar la 

adherencia de las células al sustrato y mantenerlas viables. Utilizando este método se 

observó que este tipo celular crece in vitro formando colonias compactas de células 

pequeñas con morfología epitelial (Figura R.6.1). Además se determinó, mediante el 

recuento celular periódico, que en nuestras manos al igual que en el caso de las LSPC 

de ratas, la capacidad proliferativa de las células EpCAM (+) aisladas es limitada; sólo 

se pudieron mantener en cultivo por un período no mayor 10 días. 
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Figura R.5.1.Colonia de células EpCAM (+) cultivadas durante 72hs. Aumento 200x. 
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6. Trasplante de células EpCAM (+) 

 

Con el objetivo de evaluar la capacidad de las células de la subpoblación EpCAM (+) de 

anidar en el hígado de ratones sanos se realizaron trasplantes intraesplénicos de células 

EpCAM (+) marcadas con CFSE como trazador (Figura R.6.1). Se inyectaron 2.105 

células y se mantuvo a los animales bajo estricta vigilancia. Sólo se produjo la muerte 

en uno de los ratones trasplantados, dentro de las 24hs luego del trasplante, debido a una 

hemorragia interna producida probablemente por una manipulación incorrecta del bazo 

durante la inyección de células. A excepción de este caso, los ratones se encontraban en 

óptimas condiciones de vitalidad al momento del sacrificio y no podían ser 

diferenciados en su comportamiento de los ratones control. La observación directa de 

los cortes histológicos bajo el microscopio de fluorescencia reveló que 24 hs luego del 

trasplante, las células EpCAM (+) marcadas con CFSE habían anidado en el bazo. Las 

células marcadas con CFSE adquirieron una disposición característica formando anillos 

alrededor de la pulpa blanca del tejido esplénico (Figura R.6.2). Sin embargo, no se 

detectaron células marcadas con CFSE en el hígado después de 24hs post-trasplante. El 

Figura R.6.1. Trasplante de células EpCAM (+). a) Las células fueron marcadas con 
CFSE antes del trasplante. Aumento 400x.  
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examen de la preparaciones histológicas realizadas con órganos de animales extraídos 

48hs después del trasplante intraesplénico, reveló que  las células marcadas anidaron  en 

el parénquima hepático, más precisamente alrededor de los vasos hepáticos (Figura 

R.6.3). 

 

Adicionalmente se realizaron preparaciones histológicas con los pulmones de los 

ratones trasplantados con el objetivo de identificar células marcadas con CFSE en este 

tejido. Se analizaron preparaciones histológicas obtenidas a partir de 6 plumones (3 

provenientes de 24hs post-trasplante y 3 de 48hs post-trasplante) y en ningún caso se 

detectaron células marcadas en este tejido (figuras no mostradas). 

Figura R.6.2. Trasplante de células EpCAM (+). 24hs luego del trasplante se 
identificaron células marcadas en el bazo formando anillos alrededor de la pulpa blanca. 
Aumento 200x. 
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Figura R.6.3. Células EpCAM (+) en el parénquima hepático, 48Hs luego del trasplante. 
El mismo campo fue observado mediante fluorescencia (izquierda) y campo claro, con 
hematoxilina como contracoloración. Aumento 200x. 
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Discusión 

Células troncales hepáticas de ratas 

El objetivo de este trabajo fue aislar y caracterizar una población de células troncales 

tejido específicas. Utilizando técnicas de biología celular y molecular se pudo develar 

algunas de las características estructurales sobre las que subyacen las capacidades 

funcionales de las células troncales.  

El modelo elegido para estudiar las células troncales tejido-específicas fue el hígado, un 

órgano responsable de una variedad de funciones bioquímicas que permiten mantener la 

homeostasis del organismo. Su ubicación, interpuesto entre el aparato digestivo y el 

resto del cuerpo, y su afluencia de sangre hacen que el hígado reciba una gran variedad 

de endobióticos y xenobióticos, que incluyen desde nutrientes hasta toxinas. Esta 

posición como una suerte de barrera que media entre lo que ingresa al organismo por el 

tubo digestivo y el aparato circulatorio fue, tal vez, lo que hizo que el hígado desarrolle 

evolutivamente una notable capacidad regenerativa. Las LSPC son capaces de participar 

en los procesos de regeneración del hígado, que siguen a un daño hepático severo, 

durante toda la vida del individuo. Por tal motivo, el conocimiento de su biología es 

sumamente importante, y podría tener derivaciones de gran utilidad en el campo de la 

ingeniería de tejidos y la medicina regenerativa. 

Para poder caracterizar a las LSPC fue necesario desarrollar un protocolo para su 

aislamiento. En la bibliografía existen numerosas publicaciones en las que se describen 

métodos para el aislamiento de células ovales (derivadas de las LSPC) luego de la 

inducción de daño hepático masivo, ya sea por hepatectomías parciales reiteradas, y/o 

por el uso de tóxicos que inhiben la proliferación de los hepatocitos maduros al mismo 

tiempo que se genera un daño hepático 109,197,198 (Figura I.5). Debido a que nuestro 
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objetivo se centró en aislar y caracterizar LSPC en su estado fisiológico natural, 

decidimos no utilizar los protocolos antes mencionados porque consideramos que la 

inducción de un daño hepático severo y sostenido en el tiempo desencadena cambios 

sustanciales en las LSPC 199. En primer lugar, se utilizó un modelo de fetos de ratas, 

asumiendo (luego corroborado por otros autores 147) que las LSPC representarían una 

mayor proporción de las células totales en el hígado fetal y por lo tanto se aumentaría la 

eficiencia del procedimiento de aislamiento. Las células troncales hemopoyéticas y las 

LSPC, tienen una notable capacidad proliferativa dada su condición de células 

troncales, compartiendo además algunos marcadores de membrana 135. Por lo tanto, y 

considerando que el hígado fetal es un órgano hemopoyético en las primeras etapas de 

su ontogenia 98,99, se vuelve imprescindible separar ambas poblaciones. La primera 

estrategia fue determinar la extensión temporal de la etapa hepática de la hemopoyesis 

en embriones de ratones. Con los resultados de estos experimentos (Figura R.2.2) y los 

de otros investigadores 200, pudimos determinar que entre 18 y 20 días de gestación la 

población de células hemopoyéticas en el hígado comienza a decrecer, y se produce un 

aumento en la proporción de células hepáticas. 

Por otra parte, la purificación por centrifugación en un gradiente discontinuo de Percoll, 

utilizada para separar células según sus diferentes densidades, y el cultivo en un medio 

especialmente formulado para el mantenimiento de células hepáticas, nos permitió 

obtener células hepáticas libres de progenitoras hemopoyéticas (Figura R.1.2b). 

Con el protocolo que aplicamos obtuvimos dos fracciones disjuntas para los marcadores 

utilizados, que denominamos:  

a) Fracción hemopoyética (FHM) que contenía células Hem (+) 

b) Fracción hepática (FHP) que contenía células Hep (+) sin células Hem (+). 
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Se obtuvieron células positivas para los marcadores de células ovales OC2 y OC3, tanto 

en la suspensión de células totales como también en la FHP, ambas cultivadas durante 

cuatro días. Es interesante destacar que en la FHP cultivada y sólo en esta fracción se 

observó el desarrollo de otro tipo celular, las llamadas células “tipo oval”, ubicadas 

alrededor de las células ovales, formando colonias, pero de menor tamaño y con 

morfología similar a ellas. A pesar de ser muy semejantes a las ovales, estas células 

“tipo oval” no expresaban los marcadores OC2 y OC3. Las células “tipo oval” aisladas 

pertenecerían al compartimiento de las células ovales y creemos que se trata de células 

que aún no han alcanzado el estadio en el cual expresan estos marcadores. 

Alternativamente, estas células estarían en un estadío de diferenciación más avanzado 

en el que ya no expresan estos marcadores. Hixson y colaboradores, estudiando la 

organogénesis hepática, relacionaron la aparición del marcador OC2 in vivo, con un 

fenotipo migratorio de células troncales hepáticas tempranas, antes de la aparición de 

los ductos biliares. Estos autores observaron que estas células perdían el marcador antes 

de tomar contacto con el mesénquima portal, hecho que las compromete a convertirse 

en células ductales biliares 190. Esto explicaría la activación/desactivación del marcador 

OC2 en células con fenotipos de transición in vivo. La aparición in vitro de células OC2 

(-) formando colonias rodeando a las células OC2 (+) y que derivarían de ellas durante 

el cultivo, se explicaría similarmente por cambios fenotípicos como resultado de las 

condiciones de cultivo, particularmente por el uso de HGF como suplemento del medio 

de cultivo 190. 

El aumento diferencial en el número de células “tipo oval” hallado durante el período de 

cultivo ensayado (4 días) en presencia de HGF, estaría indicando un efecto 

estimulatorio de dicho factor de crecimiento. El HGF fue descubierto en estudios de 

regeneración hepática, a través de su participación en numerosos caminos de 
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señalización, favoreciendo la activación de las células troncales hepáticas y la 

proliferación de las células ovales. En condiciones patológicas su concentración 

plasmática se incrementa de 15 a 25 veces 201. También en pacientes en falla hepática 

fulminante, los niveles sanguíneos de HGF están incrementados, indicando un 

importante papel de este factor de crecimiento en la regeneración hepática. Es decir, la 

utilización de HGF en el cultivo in vitro podría asemejar al microambiente que se 

genera en el hígado con posterioridad a un daño. Aunque estas células “tipo oval” 

pudieron ser amplificadas significativamente durante el cultivo en presencia de HGF, no 

pudieron ser propagadas cuando las colonias fueron separadas del medio ambiente de 

siembra original, en el que muy probablemente coexistían varias poblaciones celulares. 

Esto indicaría que tanto las células ovales (Figuras 1.3; 1.5; 1.6b) como las “tipo oval” 

requieren la presencia de señales parácrinas provenientes de la población mixta, siendo 

éste un factor crítico para la supervivencia celular 202. Esto sustenta el concepto de nicho 

como compartimiento heterogéneo de poblaciones celulares que actúa de reservorio y 

sostén de las células troncales 22,203, se volverá sobre este tema más adelante. 

 

Células troncales hepáticas de ratón 

Los experimentos preliminares con embriones de rata fueron fundamentales como 

ensayo de factibilidad para obtener LSPC sin generar daño hepático. A pesar de esto, el 

modelo de rata para obtener LSPC presentaba limitaciones importantes, por ejemplo los 

anticuerpos anti-OC2 y -OC3 no están disponibles comercialmente. Estos fueron 

desarrollados por Hixson y colaboradores 204, quienes gentilmente nos cedieron una 

alícuota para nuestras investigaciones. Sin embargo, la cantidad de anticuerpos con la 

que contábamos no nos permitía desarrollar todos los experimentos planificados. 

Además, en el mercado no se encontraban otros anticuerpos comerciales para identificar 
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LSPC. Tanto OV6, OV1 como A6 son, al igual que OC2 y OC3, anticuerpos generados 

por laboratorios de investigación. Ante la imposibilidad técnica y económica de generar 

nuestros propios anticuerpos para rata, decidimos volcar la experiencia obtenida con el 

modelo en rata a un modelo de ratón. Al mismo tiempo, a finales de 2006, hubo un gran 

avance en el campo de las células troncales hepáticas, que estuvo relacionado con la 

identificación de EpCAM como marcador de LSPC en humanos 147. En ese momento, 

existían comercialmente anticuerpos anti-EpCAM de ratones y todos los desarrollos en 

este campo indicaban que este modelo animal sería el más adecuado para avanzar en el 

estudio de las LSPC. La incorporación de anticuerpos comerciales nos permitió además, 

la utilización del sistema MACS para el aislamiento de células. 

Para el protocolo de aislamiento a partir de hígados de ratones utilizamos fetos de 14,5 

dpc que corresponde al tiempo medio del desarrollo del hígado durante la gestación 2,205. 

El sistema de aislamiento de las LSPC fue el dispositivo MACS que permite un 

aislamiento mucho más específico debido a que se basa en características biológicas de 

las células (expresión de EpCAM) y no en características físicas (densidad).  

La expresión de AFP es característica de las células hepáticas fetales, encontrándose en 

aproximadamente el 60% de las células aisladas de hígado fetal de ratón de 14,5 dpc 

(Figura R.2.3). Por otro lado, y como se muestra en la Figura R.3.3, las células aisladas 

mediante MACS y anticuerpos anti-EpCAM expresaron dos veces más cantidad de 

mARN de AFP que las células EpCAM (-). Originalmente los trabajos con esta proteína 

estuvieron orientados a elucidar la relación entre su expresión y el desarrollo del HCC 

107,108. Si bien es cierto que hoy en día AFP es uno de los marcadores moleculares más 

utilizados para la detección temprana del carcinoma hepatocelular 74, es aún muy poco 

lo que se conoce sobre su función biológica, en particular durante el desarrollo 

embrionario 108. Se sabe que AFP es una proteína inmunosupresora que protege al feto 
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de la reacción inmune de la madre 206 , participando en el proceso de inmunotolerancia 

durante el periodo embrionario, y también que mediante una unión a estrógeno previene 

la masculinización de cerebro femenino en desarrollo207-209. El papel de AFP en el 

transporte de ácidos grasos vitales hacia las neuronas fetales en el cerebro en desarrollo 

es quizás una de las funciones mejor estudiadas. Debido a que los ácidos grasos son 

necesarios para la mielinización, AFP fue propuesta como esencial para este proceso210. 

Uriel y colaboradores propusieron que la unión y el transporte de ácidos grasos 

poliinsaturados por AFP podría explicar la presencia de esta proteína fetal en el sistema 

nervioso en desarrollo 210. En efecto, AFP humana es capaz de facilitar y regular la 

entrada de ácidos grasos, en especial ácido docosahexaenoico (DHA) y ácido 

araquidónico (AA), dentro de las células en pleno crecimiento y diferenciación 211,212. 

Se observó que la AFP humana une entre el 16 y el 42% del DHA presente en el 

contenido total de ácidos grasos, mientras que la ALB fetal sólo une el 4% 211,213,214. En 

hepatocitos fetales de ratas se ha observado que AFP in vitro aumenta la conversión 

intracelular de ácidos grasos saturados a insaturados 215,216. Como ya se ha mencionado, 

la expresión de AFP caracteriza a la subpoblación de hepatoblastos, y teniendo en 

cuenta que durante el desarrollo hepático la producción y liberación al torrente 

sanguíneo de AFP es manifiesta, se podría interpretar que AFP podría mejorar el 

transporte y la recaptación de ácidos grasos indispensables durante el desarrollo de 

hígado. 

Estudios sobre la espermatogénesis en un modelo de criptorquidia inducido 

experimentalmente (EC) permitieron descubrir que el nivel de expresión de AFP 

aumenta en los testículos de los ratones adultos tratados 217, mientras que, por otro lado, 

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

tubos seminíferos. Interesantemente, cuando animales de este modelo murino EC fueron 
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sometidos a una hepatectomía parcial (resección de menos del 30% del volumen total de 

hígado), se demostró que el proceso de regeneración hepática sufre una dilación 

respecto de los ratones control. Yazama F y Tai A, los autores de estas investigaciones, 

concluyen que AFP regula la regeneración hepática a través de la inhibición de la 

proliferación de hepatocitos 217. Según Lola Reid y colaboradores la expresión de AFP 

en células hepáticas fetales humanas divide la clasificación de las LSPC entre células 

troncales hepáticas propiamente dichas y hepatoblastos, es decir células progenitoras 

hepáticas que provienen de la diferenciación de las anteriores 147 (Figura I.7). Sin 

embargo, de acuerdo a nuestro diseño experimental, ambas subpoblaciones se agrupan 

por su capacidad de expresar EpCAM. Por otra parte, Thorgeirsson y colaboradores 

demostraron que la administración de AAF combinada con una hepatectomía parcial (el 

modelo clásico de inducción de la proliferación de células ovales) causa una severa 

perturbación en la expresión de AFP en el hígado de ratas adultas, lo que resulta en una 

hipoalbuminemia y una acumulación de fluido en las cavidades corporales 218. En este 

caso el papel de las LSPC (células ovales según estos autores) sería la producción de 

AFP para regular el equilibrio osmótico de la sangre durante la regeneración hepática 

110. 

En resumen, podemos decir que la expresión de AFP durante el desarrollo hepático 

estaría relacionada con su función en el transporte de ácidos grasos y en el adulto sería 

la de mantener el equilibrio osmótico de la sangre y conferir a las LSPC, a través de la 

inhibición de la proliferación de los hepatocitos, una ventaja adaptativa para poblar el 

hígado luego de un daño reiterado o grave. Asimismo, a pesar de que se han postulado 

varias funciones para AFP, la parte más fascinante del problema de por qué existe una 

proteína del suero que está asociada específicamente a la vida fetal, conservada entre 

tantas especies, aún queda por ser resuelto. El ejemplo de AFP es una muestra cabal de 
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que los llamados marcadores que son utilizados para identificar a los distintos tipos 

celulares son, más allá de simples etiquetas que portan las células, moléculas 

indispensables para el desarrollo o mantenimiento de las características propias de cada 

tipo celular que han sido talladas a medida por millones de años de evolución. 

 

En este trabajo se eligió a la proteína EpCAM como criterio de selección de una 

subpoblación de células troncales. Hasta 2004 no se tenían datos acerca de la expresión 

de EpCAM en células hepáticas murinas, por lo tanto en un principio esta elección 

estuvo basada en los resultados en humanos de otros autores 147. Sin embargo el 

desarrollo de las investigaciones confirió sustento experimental a la hipótesis de trabajo. 

Como ya mencionamos, EpCAM es una molécula de adhesión que forma uniones 

homofílicas 148,149, pero su rol en las células que lo expresan es mucho más amplio. 

EpCAM se encuentra en el medio de un complejo sistema que regula distintas funciones 

celulares (Figura D.1). Por un lado, existen evidencias que la expresión de EpCAM en la 

membrana celular desplaza la unión mediada por E-cadherinas, a través de la activación 

de la enzima fosfatidil-inositol-3-kinasa (Pi3K) 219,220. Por otro lado, se ha mostrado que 

Figura D.1. Esquema de representativo de la relación de EpCAM con los procesos de 
migración, proliferación y pluripotencialidad. 
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la expresión de EpCAM regula positivamente la expresión del proto-oncogén c-Myc 152 

y de la ciclina D1 221 e induce la proliferación. Así mismo, la inhibición de EpCAM por 

ARN de interferencia (ARNi) produce una inhibición de la proliferación, migración e 

invasión in vitro en líneas celulares derivadas de HCC y cáncer de mama 222 151. Durante 

la proliferación y la migración, la unión intercelular fuerte mediada por E-cadherinas es 

anulada (vía Pi3K) y prevalece la unión más débil mediada por EpCAM 220. Como 

demostramos previamente, el cultivo de MLP29 con HGF desencadena migración 

celular produciendo una baja en la expresión de E-cadherina y aumentando la expresión 

de EpCAM 184. Este fenómeno de cambio de moléculas de adhesión es un aspecto del 

proceso de transición epitelial-mesenquimal (EMT), el cual ha sido propuesto que 

ocurre durante el desarrollo embrionario y la progresión metastática de los tumores, que 

consiste en la perdida de la polaridad característica de las células epiteliales 

(desensamblando sus uniones célula-célula) y adoptado un fenotipo migratorio 223. La 

unión de HGF a su receptor induce la transcripción del represor de la transcripción 

Snail, el cual se une a la región promotora de los genes de E-cadherina y Cldn3 

reprimiendo su transcripción 224. A su vez, la actividad de Snail está regulada por la 

enzima glicógeno-sintetasa-3β (GSK-3β) la cual provee la señal de exportación nuclear 

de este represor para ser degradado vía proteosoma 224. La vía de señalización de Wnt-

β-catenina es muy importante en la activación y mantenimiento de las LSPC. Al menos 

en HCC, se observó que esta vía regula la expresión de EpCAM 222. Además el dominio 

intracelular de EpCAM es capaz de unirse a β-catenina y translocar al núcleo para 

actuar en un complejo transcripcional que induce entre otros a c-Myc y ciclinas 183. En 

ESC humanas se ha reportado que el dominio intracelular de EpCAM induce la 

expresión no sólo de c-Myc, sino también de OCT-4, NANOG, SOX2 y KLF4 sugiriendo 

que EpCAM es un excelente marcador para aislar hESC indiferenciadas 225, así como 
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también células pluripotentes inducidas 226, jugando un papel clave en el mantenimiento 

de la pluripotencialidad 225,226. Nuestros resultados sobre la caracterización del perfil de 

expresión de EpCAM (utilizando inmunofluorescencia) indican que en el hígado fetal 

de ratones de 14,5 dpc entre el 12 y el 15% de las células nucleadas son EpCAM (+) 

(Figura R.2.7). Estos resultados fueron corroborados mediante citometría de flujo, con 

la cual se demostró de manera más precisa que el 16,92 % de células del hígado fetal 

son EpCAM (+) (Figura R.2.8). Estos datos son concordantes con los obtenidos por 

otros grupos que trabajaron con hígados de fetos humanos de 16-20 semanas de 

gestación 13. A principios de la década del 2000, Azuma y colaboradores desarrollaron 

un método para aislar progenitores hepáticos a partir de ratones adultos, utilizando su 

capacidad de adhesión célula-célula dependiente de cadherinas 26, mediante un 

procedimiento que incluye el cultivo preliminar de la suspensión celular total en un 

medio que contiene Ca2+, en condiciones de hipoxia y con agitación constante durante 

dos horas. Con este tratamiento se eliminan casi en su totalidad los hepatocitos maduros 

dado que son más sensibles a la isquemia y se favorece la formación de agregados de 

células progenitoras. Estos autores demostraron la presencia de sólo un 5% a células 

epiteliales pequeñas con alta capacidad proliferativa dentro de estos agregados, y que 

fueron capaces de formar colonias que expresaban AFP, ALB y E-cadherina, pero no 

expresaban CK19 ni VE-cadherina 227. Suzuki y colaboradores utilizaron citometría de 

flujo para separar (FACS) una subpoblación de células progenitoras hepáticas (c-Met+ / 

CD49f+/bajo / c-kit-/ CD45- / TER119-) de hígados fetales de ratones Balb/cA de 13,5 dpc 

94,140. Mediante ensayos de formación de colonias in vitro, sobre placas recubiertas de 

laminina, mostraron la capacidad clonogénica y la multipotencialidad de esta 

subpoblación, que expresaba ALB, AFP y CK19, entre otras proteínas. Por otro lado, 

Minguet y colaboradores demostraron que subpoblaciones c-Kitbajo / CD45- / TER119- 
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de células progenitoras hepáticas aisladas mediante FACS a partir de hígado de fetos de 

11 dpc, tienen la capacidad de formar colonias in vitro en las que el 28% de las células 

expresaban tanto ALB como CK19 101. Como ya mencionamos en la introducción, en 

2003 el grupo de Miyajima logró identificar a Dlk-1 como un marcador de precursores 

hepáticos (hepatoblastos, según los autores), utilizando una librería de cDNA 

confeccionada a partir de la subpoblación CD45- / TER119- obtenida de hígados fetales 

de ratón de 14,5 dpc y técnicas de biología molecular, que les permitían aislar la 

secuencia de proteínas ancladas a membrana expresadas diferencialmente 125. Luego, 

utilizando FACS conjuntamente con una variante automatizada de MACS (AutoMACS) 

para enriquecer la suspensión en células Dlk-1 (+), obtuvieron una subpoblación capaz 

de formar colonias in vitro, de las cuales más del 60% expresaban tanto ALB como 

AFP. Esto significó un cambio muy importante respecto de la tecnología para el 

aislamiento y caracterización de células progenitoras hepáticas ya que se pasó de utilizar 

FACS multiparamétricos para eliminar los precursores hemopoyéticos de la suspensión 

aislada del hígado fetal c-kit-/ CD45- / TER119- a utilizar marcadores propios para hacer 

una selección positiva de la subpoblación de interés. Otros autores utilizaron la 

expresión de E-cadherina como criterio de separación de las células progenitoras 

hepáticas a partir de fetos de 12,5 dpc, si bien en ambos trabajos se obtuvieron 

subpoblaciones que coexpresaban E-cadherina, ALB y AFP 143,228. Nitou y 

colaboradores encontraron que estas subpoblaciones también expresaban CK19 228, 

mientras que Nierhoff y su equipo hallaron que no expresaban CK19, pero si Liv2 y 

Dlk-1 143. La revisión de estos abordajes experimentales nos permitió no sólo conocer 

cómo evolucionaron los desarrollos tecnológicos enfocados en el aislamiento de LSPC, 

sino también diseñar un método de aislamiento de LSPC rápido, económico y sencillo. 

Además, el protocolo desarrollado para aislar LSPC EpCAM (+), mediante el sistema 
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MACS, puede ser realizado a mayor escala con el objeto de obtener un mayor número 

de células, con una eficiencia de aproximadamente un 5 % de LSPC. Este dato puede 

compararse con la eficiencia obtenida por Azuma y colaboradores quienes obtuvieron 

alrededor de un 0,5% de células progenitoras 26, o la de Suzuki y colaboradores quienes 

obtuvieron un 5,05% (para la subpoblación c-kit-/ CD45-/ TER119-) 94,140. Esto permite 

afirmar que nuestro método de aislamiento utilizando MACS presenta una eficiencia tan 

alta como los que utilizan FACS, a un costo notablemente menor. 

Con el objeto de estudiar más detalladamente el perfil de marcadores presente en las 

LSPC aisladas, se realizó inmunofluorescencia indirecta con una batería de anticuerpos 

que incluye Thy-1, CK19, AFP y E-Cadherina. Tanto las LSPC aisladas de hígado fetal 

de rata como de ratón exhibieron coexpresión de Thy-1 conjuntamente a EpCAM 

(Figura R.1.4 y 4.1a). Thy-1 es una proteína de 25–37 kDa asociada con el linaje 

mesenquimal/hematopoyético, que está involucrada en la activación de células T, 

apoptosis, cicatrización y fibrosis. La proporción de células Thy-1 (+) detectada en la 

FHP obtenida de hígados fetales de ratas y cultivada durante 4 días fue muy baja. Sin 

embargo estas células Thy-1 (+) presentaron marcación para OC2, demostrando el 

carácter troncal de la población celular aislada. Por otra parte, la totalidad de células 

EpCAM (+) obtenida a partir de hígados de ratones expresaron Thy-1. La expresión de 

un marcador de linaje mesenquimal/hematopoyético resulta intrigante, aunque ha sido 

demostrado que células que expresan el marcador Thy-1 están presentes en el nicho de 

las LSPC in vivo. Yovchev y colaboradores hallaron una población de células 

mesenquimales activadas después de un daño hepático 191. Cabe mencionar que también 

están presentes en el hígado normal, son diferentes de las células estrelladas hepáticas, 

miofibroblastos y ovales residentes. Según estos autores las células Thy-1 (+) tienen la 

capacidad de producir señales inductivas y factores de crecimiento dentro del nicho que 
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son indispensables para el mantenimiento y la función de la población de LSPC 191. 

Otros autores han mostrado que en el hígado fetal humano (de entre 15 y 25 semanas de 

gestación) existe una subpoblación de células EpCAM (+)/ Thy-1 (+) / CD45 (+) 229,230. 

Nuestros propios resultados de citometría de flujo sobre las células hepáticas fetales de 

ratón muestran que aproximadamente un 12% del total de las células coexpresan el 

marcador pan-linfocitario CD45 y las proteínas características de células epiteliales 

EpCAM y E-cadherina (Figura R.2.8). Incluso la línea celular MLP29 presenta células 

que coexpresan CD45 (Tabla R.2.1) y una robusta expresión de otro marcador de 

células mesenquimales, CD133 (Figura R.3.5), el cual se expresa débilmente en las 

células EpCAM (+). Aunque otros autores sostienen que las LSPC no expresan CD45 

13, nuestros resultados muestran claramente la existencia de una subpoblación de células 

que coexpresan marcadores de origen mesenquimal (CD45, Thy1, CD133) y epitelial 

(EpCAM, E-Cadherina). Células con un fenotipo dual epitelial-mesenquimal (es decir 

en EMT), fueron descriptas estudiando el estroma donde se desarrollan las células 

hemopoyéticas del hígado fetal 231. Los procesos relacionados con la EMT en el hígado 

fetal remontan a su génesis cuando las células del dominio anterior-ventral del 

endodermo del intestino anterior migran formando el brote hepático 2,59. Si bien son 

necesarios más experimentos para determinar la clonogenicidad y bipotencialidad de 

nuestra población de LSPC EpCAM (+), podemos sugerir que en el hígado fetal las 

poblaciones de células hepáticas son distintas de las células hemopoyéticas pero están 

muy relacionadas. En este sentido, un trabajo publicado recientemente va mucho más 

allá: estudiando la subpoblación CD34bajo / CD133bajo en el hígado fetal humano, los 

autores proponen que las células hemopoyéticas y las células hepáticas se originarían de 

un mismo precursor en el hígado fetal 232. 
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Expresión génica en células troncales hepáticas de ratón 

Se determinó, mediante RT-PCR semi-cuantitativa, el estado transcripcional del gen 

EpCAM en las células aisladas EpCAM (+) lo cual permitió corroborar efectivamente 

los resultados obtenidos mediante microscopía (Figura R.3.2). Inclusive el nivel de 

expresión de este gen fue similar al de la línea celular MLP29 derivada de progenitores 

hepáticos. Adicionalmente se midió el nivel de mARN de los genes AFP y CK19, y los 

resultados también fueron concordantes con los obtenidos mediante inmunofenotipado. 

Comparando los perfiles de expresión de la línea celular MLP29 y las células EpCAM 

(+), observamos que las células de la línea MLP29 tienen un perfil de célula troncal 

(CD 133alto, EpCAMalto, Cldn3medio) con una cierta inclinación hacia el linaje biliar 

(CK19muy alto, AFPbajo); mientras que las células EpCAM (+) exhiben un perfil de célula 

troncal hepática (EpCAM, Dlk-1alto, Cldn3alto) con carácter bipotencial (CK19medio, 

AFPalto) 26. 

La característica más sobresaliente de esta subpoblación de células EpCAM (+), es la 

robusta expresión de Cldn3 (Figura R.3.6) y Dlk-1 (Figura R.3.7). Claudina (Cldn) es 

una familia de proteínas de transmembrana que forma parte de la unión estrecha 

intercelular (zonula occludens) 233. Aunque proveniente del campo de la oncología, un 

cúmulo de evidencias apoya la noción que existe una relación funcional entre EpCAM y 

Cldn3. Estudios de expresión de genes por microarrays demostraron que la 

transcripción de estos genes se encuentra aumentada en tumores del epitelio ovárico 234, 

mientras que mediante inmunohistoquímica se corroboró esta sobreexpresión a nivel de 

las proteínas. También se demostró la existencia de interacción física entre EpCAM y 

miembros de esta familia de proteínas en células tumorales. En efecto, la formación de 

complejos intracelulares entre EpCAM, Cldn7, isoforma variante 6 de CD44 (CD44v6) 

y tetraspaninas es un hallazgo frecuente en muestras de tumores primarios y metástasis 
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hepáticas de cáncer de colon humano 235, y en líneas celulares de carcinoma pancreático 

de rata 236. Más aún, los datos obtenidos mediante estas investigaciones indican que 

Cldn7 es la que recluta a EpCAM hacia los microdominios de membrana ricos en 

tetraspaninas y que esta unión promueve la resistencia a la apoptosis235. Así mismo, 

Cldn7 interfiere en la oligomerización de EpCAM, necesaria para su actividad como 

proteína de unión 149, afectando la adhesión célula-célula mediada por EpCAM e 

incrementando consecuentemente la movilidad celular e incluso promoviendo la 

migración 237. Aunque el mecanismo aún no está completamente elucidado, la 

formación del complejo EpCAM-Cldn7 también acelera la progresión del ciclo celular 

en líneas celulares 237. Está ampliamente aceptado que los tumores sólidos contienen 

células troncales cancerosas (CSC, del inglés Cancer Stem Cells) como una 

subpoblación celular, las cuales son responsables de las recidivas y metástasis de los 

tumores debido a su capacidad de autorrenovación y proliferación, compartida con las 

células troncales normales y también por su resistencia a las terapias antitumorales 

habituales 238. Si bien los datos experimentales obtenidos no permiten afirmar que las 

CSC presentes en carcinomas hepatocelulares serían LSPC similares a las aisladas 

durante el desarrollo del presente trabajo, la similitud en el perfil de expresión de estos 

genes en estos dos tipos celulares es remarcable. 

La expresión en el hígado de algunas de las proteínas de la familia de las Claudinas 

varía con la edad de manera sustancial. Entre el primer y el sexto mes de vida de los 

ratones prevalece la expresión de Cldn3, la cual decae a niveles mínimos desde los 16 

meses de vida, aunque, la expresión de Cldn7 en el hígado se mantiene constante 

durante toda la vida en los ratones 239. Los resultados experimentales obtenidos en el 

presente trabajo son consistentes con estas investigaciones, no sólo respecto del elevado 

nivel expresión Cldn3 en las LSPC aisladas de hígado de fetos de ratones (Figura R.3.6) 
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13, sino que aportan un dato nuevo sobre el nivel de expresión de Cldn3 durante el 

desarrollo embrionario. Inclusive, podemos trazar una relación entre el patrón de 

expresión de Cldn3 y la variación temporal en la cantidad de LSPC a lo largo de la vida 

del individuo 13. Finalmente, y en apoyo al concepto que Cldn3 constituye un marcador 

apropiado para el aislamiento e identificación de LSPC, Yovchev y colaboradores 

encontraron que LSPC de ratas obtenidas después de un tratamiento con AAF y 

posterior hepatectomía parcial, exhibían una expresión aumentada de EpCAM y 

Claudinas 240. 

Dlk-1 también conocida como factor preadipocítico 1 (Pref-1), es una proteína que se 

expresa fuertemente en el hígado fetal de ratones entre 10,5 dpc y hasta 16,5 dpc, pero 

no en el hígado de adulto 125,143. En ratas se ha encontrado que Dlk-1 (+) define una 

subpoblación particular en células ovales que proliferan luego de un daño hepático 

241,242. En el presente trabajo se encontró que la expresión de este gen en el 

compartimiento celular aislado EpCAM (+), es significativamente superior al nivel de 

expresión en células EpCAM (-). Estos resultados concuerdan con los de Tanaka y 

colaboradores, quienes propusieron que la coexpresión de Dlk-1 y EpCAM identifica a 

los hepatoblastos de ratones 243. Dlk-1 es una proteína de membrana tipo I que posee 

seis dominios tipo EGF y está implicada en la inhibición de la diferenciación de los 

adipocitos 244,245 y también de células troncales mesenquimales y células hemopoyéticas 

246-249. Es tentador especular que la expresión aumentada de Dlk-1 en la población 

EpCAM (+) podría cumplir un papel similar en la mantención del carácter troncal de 

células del linaje hepático, sobre todo teniendo en cuenta que la expresión de este gen 

juega un papel muy importante para el mantenimiento de la clonogenicidad y la 

capacidad de proliferación, en CSC de carcinomas hepatocelulares 250. 
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Interesantemente, la transcripción de Dlk-1 es monoalélica, sólo el alelo paterno se 

expresa 251. Dado este mecanismo de regulación de la expresión génica, investigamos el 

perfil de expresión in situ de Dlk-1 en la subpoblación de células EpCAM (+). Por 

medio de la técnica de ARN-FISH se pudo determinar que en las células LSPC EpCAM 

(+) la expresión de Dlk-1 es monoalélica, mientras que la del gen AFP (que no presenta 

impronta génica) es 60% monoalélica y 40% bialélica (Figura R.3.8). Esto indicaría que 

en las LSPC EpCAM (+) se mantiene el activo el mecanismo de expresión monoalélica 

del gen Dlk-1. En células iPS, el mantenimiento del imprinting en el locus Dlk-1-Dio3 

parece ser fundamental para lograr la pluripotencialidad 252. Por otro lado, también 

merece consideración el hecho que a pesar de observar una robusta expresión de Dlk-1 

por PCR en tiempo real en la subpoblación EpCAM (+), la proporción de células con 

una señal positiva de Dlk-1 por ARN-FISH fue sólo del 5,6%. Creemos que esto puede 

explicarse por dos factores concurrentes: por un lado, que este bajo porcentaje no 

necesariamente significa que las células que no dieron señal para Dlk-1 no expresan el 

gen, sino que se debería a un proceso de transcripción no simultáneo en todas las LSPC; 

por otra parte, cuestiones metodológicas y de sensibilidad que diferencian ambos 

métodos podrían estar creando un sesgo que impide la comparación directa de los 

resultados. 

El núcleo de las células eucariotas es una organela altamente organizada 253. En él 

pueden distinguirse dos regiones diferentes tanto desde el punto de vista estructural 

como funcional: un compartimiento de cromatina menos compacta en el que la 

actividad génica está permitida, caracterizada por la presencia de histonas H3 acetiladas 

en lisinas 14 y 23; y otro de heterocromatina más compacta y con muy baja actividad 

transcripcional, caracterizada por la presencia de histona H3 metilada en lisina 9. 

Además, los cromosomas y los genes están distribuidos de manera no aleatoria en el 
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espacio nuclear de células de plantas y animales 254. Esta organización espacial del 

núcleo en interfase es mantenida en gran medida por las secuencias repetitivas que 

abundan en el genoma, sobre todo en las regiones heterocromáticas adyacentes a los 

centrómeros y telómeros. En las células de ratones, uno de los aspectos más relevantes 

de la arquitectura nuclear es la agregación de los centrómeros de diferentes cromosomas 

en dominios denominados cromocentros 255. 

Con objeto de investigar la relación entre la expresión de EpCAM y la organización del 

genoma a nivel global en células fetales hepáticas de 14,5 dpc, se realizó FISH con una 

mezcla de sondas que identifican los tipos predominantes de secuencias repetitivas 

pericentroméricas: ADN satélite mayor y menor. En este caso, las LSPC EpCAM (+) 

presentan una distribución homogénea (distribuidos en todo el volumen nuclear) de 

estas secuencias pericentroméricas, mientras que en las células EpCAM (-) la 

distribución es mas acotada, generalmente ubicados en un plano paralelo al sustrato 

(Figura R.4.2). Solovei y col. demostraron que los centrómeros de linfocitos humanos 

experimentan reposicionamiento desde el interior del núcleo hacia la periferia según las 

células se encuentren en el estadío G1 o S del ciclo celular. Mientras que en células 

completamente diferenciadas y que no se dividen, los centrómeros se encuentran 

agregados en la periferia del núcleo 256. Por el contrario en linfocitos de ratones los 

centrómeros tienen una localización periférica en G1 y más central en G2 257. 

Por otra parte, durante la progresión hacia un linaje determinado, los cambios celulares 

a nivel nuclear producen que las opciones de diferenciación de una célula sean 

gradualmente restringidas 27. A nivel de la transcripción, esto se refleja en la reducción 

de la expresión de los genes asociados con otros linajes. La accesibilidad a diferentes 

genes de los complejos encargados de la transcripción se regula a través del estado de la 

cromatina por medio de cambios epigenéticos 29,43,258. En efecto, los mecanismos 
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epigenéticos son un factor clave en el mantenimiento de la pluripotencialidad y en la 

diferenciación a distintos linajes 44. La naturaleza condensada de la cromatina hace que 

el ADN sea menos accesible a los factores de transcripción y la activación de la 

transcripción de genes. La accesibilidad regulada a los genes parece ser una 

característica crítica en el estado de célula troncal. El llamado “modelo de inicio del 

multilinaje” sugiere que las células troncales expresan niveles bajos de un gran número 

de genes que son expresados por sus distintas progenies 259. La base molecular de esta 

hipótesis es la presencia de una estructura de cromatina abierta caracterizada por la 

accesibilidad a los genes propios de linajes más diferenciados, la cual es cerrada 

progresivamente a medida que la diferenciación avanza, acompañada por una 

restricción sucesiva en el repertorio de genes que pueden ser expresados 260,261. Esto 

implica que, a lo largo del curso de la diferenciación, el número de opciones de destino 

celular a disposición de la célula se hace cada vez más restringido, debido a que los 

genes propios del linaje seleccionado son activados y los genes asociados con otro linaje 

están apagados. Akashi y colaboradores realizaron una comparación de los perfiles de 

expresión de células hemopoyéticas en diferentes etapas de diferenciación, demostrando 

que las células troncales expresan un gran número de genes presentes los diferentes 

linajes hemopoyéticos específicos, mientras que los precursores comprometidos sólo 

expresan la porción de los genes que están relacionados con su linaje 262. Además, las 

células troncales hemopoyéticas expresan un 70 % de genes “no-hemopoyéticos”, en 

particular genes neuronales. Una situación similar parece ser el caso en las ESC, que 

tienen la tendencia a adquirir una identidad neuronal y expresar genes específicos de 

varios linajes neuronales bajo condiciones normales de cultivo 263. La cromatina de las 

ESC posee diferentes características específicas, que la distinguen de la cromatina de las 

células somáticas y las células diferenciadas 45. La heterocromatina de las ESC se 
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caracteriza por estar organizada en pocos dominios y de mayor tamaño, los cuales se 

convierten en más pequeños, más abundantes e hipercondensados a medida que las 

células se diferencian 258,264. Otra característica de la cromatina de las ESC 

indiferenciadas es la unión más laxa e hiperdinámica de algunas proteínas estructurales 

de la cromatina, tales como HP1 (Heterochromatin Protein 1) e histona H1 261. Esta 

característica es encontrada exclusivamente en células pluripotentes, pero no en células 

comprometidas con un linaje pero indiferenciadas, lo que indicaría que esta 

característica está asociada a la pluripotencialidad más que a la indiferenciación en sí 

misma 261. De la mano con esta hiperactividad transcripcional, se observó una 

sobreexpresión desproporcionada de factores de transcripción y proteínas 

remodeladoras que son claves para el mantenimiento de la cromatina en un estado 

relajado y contribuyen a la expresión global del genoma de las ESC 260. A esto se suma 

la observación de marcas cromatínicas bivalentes en regiones del genoma donde se 

encuentran los genes que codifican factores de transcripción claves para el desarrollo 54. 

En estos sectores coexisten el complejo activador Trithorax y el complejo represor 

Polycomb. Las proteínas Trithorax son un conjunto de activadores de la transcripción, 

que catalizan la eliminación de grupos metilos del ADN y se unen a histona H3 

trimetilada en la lisina 4, favoreciendo la unión de la ARN polimerasa II y permitiendo 

la iniciación de la transcripción. Por otro lado, el complejo represor Polycomb, que 

cataliza la adición de grupos metilos al DNA y se une a histona H3 metilada en la lisina 

27, recluta a proteínas que promueven la compactación de la cromatina 53,265. Esta 

arquitectura particular de la cromatina de las ESC permitiría silenciar los genes 

relacionados con el desarrollo y la diferenciación, al mismo tiempo que los mantienen 

listos para ser transcriptos 53-55. Además, miembros del complejo Polycomb, tales como 

IMC1, juegan un papel importante en el mantenimiento de la autorrenovación en células 
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troncales hemopoyéticas 266,267. A medida que avanza la diferenciación, la gran mayoría 

de las regiones bivalentes se resuelven a regiones monovalentes, ya sea de activación o 

de represión de genes 53,268. Todas estas evidencias apoyan  la noción de que la 

cromatina de las células pluripotentes se encuentra desestructurada, lo que permite el 

acceso de factores de transcripción y complejos regulatorios 55 (activadores y 

represores) a todas las regiones del ADN, lo que permite una expresión global del 

genoma, que es la base para la pluripotencialidad.  

Nuestros resultados muestran que existen diferencias muy notorias en la distribución de 

las regiones heterocromáticas y eucromáticas entre las células EpCAM (+) y EpCAM (-

) (Figuras 5.3 y 5.4). La subpoblación EpCAM (+) presenta una organización nuclear 

propia, caracterizada globalmente por una distribución homogénea de las secuencias 

repetitivas pericentroméricas y un patrón difuso de acetilación, mientras que el perfil de 

distribución de histona H3 metilada sigue un patrón similar al de los bloques 

heterocromáticos (ADN repetitivo). Este patrón difuso de zonas de activación y 

represión de genes, se correspondería con un estado relajado o permisivo de la 

cromatina, es decir un estado dinámico de activación/represión de genes. Aunque 

nuestros resultados son cualitativos y bastante limitados es interesante notar que existen 

claras diferencias entre las células EpCAM (+) y las células EpCAM (-) a nivel de la 

estructura global del núcleo lo podría ser la base estructural de la multipotencialidad de 

LSPC EpCAM (+). 

 

Cultivo de células troncales EpCAM (+) 

Durante el desarrollo de este proyecto se establecieron cultivos de las LSPC en soportes 

plásticos (Figura R.6.1), y se ensayaron diversas estrategias para favorecer la 

proliferación celular in vitro. Por ejemplo, medios nutritivos diseñados específicamente 
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para estas células, agregado de HGF al medio de cultivo, cocultivo con explantos de 

hígado fetal, cocultivo con otras subpoblaciones hepáticas colocadas en insertos de 

cultivo, siembra por dilución (que favorece el desarrollo de células con alta tasa de 

proliferación), cilindros de clonado para aislar colonias de células, cobertura de las 

superficies de cultivo para aumentar la adherencia de las células al sustrato, etc. A pesar 

de las distintas estrategias ensayadas, la capacidad proliferativa y por ende la 

posibilidad de mantener una población de células precursoras en cultivo durante 

períodos prolongados fue limitada. Esto posiblemente sea debido a la pérdida de señales 

moleculares provenientes de células vecinas diferenciadas, imprescindibles para el 

mantenimiento de la población de células precursoras. Es decir es muy probablemente 

debido a la alteración física y funcional provocada en el nicho, más que a artefactos 

técnicos de la metodología desarrollada. El trabajo preliminar realizado con células 

ovales de rata nos permitió demostrar que LSPC de este origen se desarrollan mejor 

cuando son cocultivadas con células maduras, sin embargo la aplicación de esta variante 

al procedimiento de cultivo de las células de ratón no favoreció el crecimiento de la 

subpoblación EpCAM (+). Es interesante notar que las células “tipo oval” pudieron ser 

amplificadas significativamente durante el cultivo en presencia de HGF, pero no 

pudieron ser propagadas cuando las colonias de células fueron disgregadas 

mecánica/enzimáticamente y separadas del medio ambiente de siembra original. Esto 

indicaría que tanto las células ovales (de rata) como la subpoblación EpCAM (+) (de 

ratón) requieren la presencia de señales parácrinas provenientes de la población mixta 

coexistente en el soporte de cultivo, siendo éste un factor crítico para la supervivencia 

celular 202. La matriz extracelular de la región periportal (donde se encuentran los 

canales de Hering, que representan el nicho natural de las LSPC) contiene componentes 

específicos de la matriz extracelular embrionaria tales como ácido hialurónico, colágeno 
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tipo III y IV, laminina y formas fetales de proteoglicanos. Este microambiente puede ser 

imitado in vitro utilizando condiciones de cultivo que combinen los componentes de la 

matriz extracelular embrionaria con soportes tridimensionales que permitan la 

polarización de las células y así como también cambios críticos en su morfología 269. 

Los componentes solubles, que comprenden nutrientes y factores solubles como 

hormonas y factores de crecimiento, etc., pueden ser imitados, en parte, por el uso de 

medio basal sin suero, sin cobre, calcio bajo (por debajo de 0,5 mM), trazas de 

elementos como selenio y zinc, una mezcla de lípidos (ácidos grasos libres unidos a 

albúmina y lipoproteínas de alta densidad), insulina, transferrina y hierro 269,270. Otras 

señales, aún no identificadas, se pueden proporcionar parcialmente mediante el uso de 

una “monocapa de células alimentadoras” (feeder layers) de STO 270. Las mismas se 

obtienen a partir de fibroblastos embrionarios de ratones SIM (sigla en inglés de Sandoz 

Inbred Swiss Mouse) seleccionados con resistencia a 6-thioguanina y ouabaina (de 

donde surge la denominación STO). Esto muestra la necesidad de un cambio de enfoque 

de cara al futuro de la investigación de las LSPC y de la células troncales en general; ya 

no es suficiente la caracterización de las células troncales como una población aislada 

sino que es necesario ampliar el objeto de investigación y estudiar las células con su 

nicho ya que el carácter troncal es una propiedad que surge por sus interacciones 

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

 

Trasplante de células EpCAM (+) 

Se realizaron procedimientos de trasplante celular con el objetivo de evaluar el 

comportamiento in vivo de las células de la subpoblación EpCAM (+). Las células 

EpCAM (+) aisladas fueron marcadas con CFSE, un trazador supra vital que permite la 

identificación de las mismas postrasplante. Con posterioridad a la inyección 
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intraesplénica de células se pudo demostrar que las LSPC EpCAM (+) fueron capaces 

no sólo de anidar en el bazo de los ratones receptores sanos (Figura R.7.2), sino de 

migrar hacia el hígado e incorporarse al parénquima hepático (Figura R.7.3). 

Obviamente son necesarios más estudios para establecer si estas células son capaces de 

integrarse funcionalmente al hígado y si es posible su aplicación en modelos de daño 

hepático. Otros autores han estudiado la potencialidad in vivo de las LSPC: células Dlk-

1 (+) aisladas (mediante MACS) de ratones transgénicos para GFP (proteína 

fluorescente verde) de 14,5 dpc fueron trasplantadas en el bazo de ratones tratados con 

un anticuerpo anti-FAS. Este anticuerpo produce apoptosis en los hepatocitos del 

receptor, lo que le brinda una ventaja adaptativa a las células trasplantadas para repoblar 

el hígado. Después de 36 semanas posteriores al trasplante, se identificaron células GFP 

(+)/ALB (+) en el parénquima hepático 125. Por otro lado Gerlach y colaboradores, del 

McGowan Institute for Regenerative Medicine (Pittsburgh, USA), informaron en 2012 

el trasplante de células hepáticas fetales humanas (sin fraccionar) en el bazo de un 

paciente de 57 años con cirrosis producida por el virus de la hepatitis C 274. Este 

paciente presentaba episodios recurrentes de encefalopatía hepática y un valor de 15 

según sistema de puntuación MELD (escala 0-60) para la valoración de la severidad de 

una enfermedad hepática crónica). El paciente quien recibió 2 infusiones intraesplénicas 

de 5.108 células hepáticas fetales recién aisladas ABO-compatibles a través de la arteria 

esplénica en los días 0 y 80, exhibió una disminución del valor de MELD de 15 a 11 al 

tercer mes y luego de 18 meses su valor fue de 10, sin signos de encefalopatía. Al igual 

que ocurrió con el trasplante de hepatocitos en humanos164,168-172, este resultado sólo 

muestra un mejoría parcial. Tal vez sería necesario seguir investigando la conveniencia 

de utilizar una subpoblación definida de hepatocitos fetales, como por ejemplo EpCAM 

(+) buscando mejores resultados. 
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Conclusiones finales 

El aislamiento y caracterización de LSPC motiva considerable interés no sólo para el 

estudio de la biología de las células troncales hepáticas sino también por su potencial 

terapéutico, que incluye trasplante celular, el desarrollo de sistemas bioartificiales de 

soporte hepático, y en general las nuevas tecnologías asociadas a la medicina 

regenerativa y la ingeniería de tejidos, para el tratamiento de enfermedades hepáticas 

crónicas o agudas, proveyendo quizás una potencial solución a la severa escasez de 

hígados donantes. En la actualidad las enfermedades hepáticas se han convertido en una 

de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel global. En nuestro país, así 

como en el resto del mundo, el número de pacientes esperando un trasplante de hígado 

supera ampliamente al número de órganos disponibles, según la pagina Web del 

Instituto Nacional Central Único Coordinador de Ablación e Implante  (INCUCAI - 

www.incucai.gov.ar) al mes de Octubre de 2013, un total de 980 pacientes están en lista 

de espera de un trasplante hepático. 

Los protocolos más utilizados para el aislamiento de LSPC contemplan la activación de 

estas células mediante inducción de daño hepático. Debido a que las principales 

características de las células troncales radican en su potencialidad y su plasticidad, la 

manipulación de éstas implica sin dudas un sesgo. La tecnología presentada en el 

presente trabajo nos permitió aislar LSCP en condiciones fisiológicas, sin inducción del 

daño hepático. Este protocolo ha mostrado ser eficiente, altamente reproducible y, en 

comparación con otros, relativamente barato. Así mismo, este método de aislamiento 

presenta la posibilidad de ser aumentado en escala lo que potencia sus posibilidades de 

uso para futuras aplicaciones en el campo de la medicina regenerativa. 

http://www.incucai.gov.ar/
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Tomados en conjunto, los resultados presentados en este trabajo aportan una visión 

complementaria de las células troncales, mostrándolas como productos de la evolución 

más que como simples herramientas. El conjunto de características observadas muestran 

cómo los atributos que definen el carácter troncal de las células tienen su correlato en el 

estado intrínseco de las células troncales. Así mismo, EpCAM ha demostrado ser un 

buen indicador del estado troncal de las células troncales hepáticas. Es notable cómo la 

presencia de proteínas asociadas a membrana ha permitido caracterizar a las LSPC. Si 

bien existe un sesgo debido a que históricamente este tipo de proteínas han sido las más 

buscadas para ser utilizadas como blanco para el posterior aislamiento de las LSCP 125, 

la presencia distintiva de este tipo de moléculas y sobretodo de moléculas de adhesión 

descubre tal vez la característica más importante de las células troncales: la relación con 

su ambiente, el nicho. 

A partir de los resultados obtenidos así como también de la revisión bibliográfica 

realizada podemos divisar claramente que el futuro de la investigación de las LSPC y de 

las células troncales en general se encuentra en el estudio de las relaciones de las células 

con su nicho natural, más aún, rememorando la vieja paradoja del huevo y la gallina 

¿quién surgió primero: el nicho o la célula troncal? 
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