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The presence of Bone Marrow derived Hepatocytes (BMDH) in the liver has been described in 
different models, although the mechanism accounting for their origin is not clear yet. Direct 
differentiation of Hematopoietic Stem Cell (HSC) progeny and in vivo cell fusion of HSC-derived cells 
with endogenous hepatocytes have been proposed as mechanisms. The BMDH appearance has been 
related to the model used, and has varied from close to 30% of the total hepatocytes to very rare 
events.  

 
A mouse model has been developed in order to study the generation of BMDH. Female mice 

were myeloablated and transplanted with BM cells from transgenic male mice, which expressed the 
green fluorescent protein (EGFP) under the control of β-actin ubiquous promoter. After the 
establishment of a steady-state hematopoiesis, the animals were injected with saline or with carbon 
tetrachloride (CCL4) to induce a hepatic cirrhosis-like damage. A great difference in serologic 
parameters and a completely altered hepatic structure was observed in the CCL4-treated animals. The 
appearance of BMDH, identified as EGFP+CD45- cells with hepatocyte morphology and expressing 
hepatocyte specific proteins by fluorescent immuno-histochemistry, was evaluated in 1 in 250,000 total 
hepatocytes. 

 
 Subsequently, animals were mobilized with Granulocyte Colony-Stimulating Factor (G-CSF) or 

G-CSF/thrombopoietin (TPO) for three weeks. G-CSF mobilization significantly increased the 
percentage of BMDHs (up to 17-fold) in the liver of CCl4-treated mice. Moreover, the increment of 
BMDH was directly depended to the numbers of weeks with G-CSF treatment. The same BMDH 
frequency was reached with G-CSF/TPO mobilization. Similar numbers of BMDH were also detected 
when the mice were transplanted with a purified HSC population (Lin-/Sca-1+/c-Kit+/ EGFP+ phenotype), 
which needed previous engraftment in the bone marrow. Indicating the hematopoietic origin of BMDH. 

    
To analyze the mechanisms underlying the generation of BMDH, male mice were transplanted 

with BM cells from female EGFP-transgenic mice and Y-chromosome analyses by fluorescent in situ 
hybridization were performed. We detected that most hepatocytes expressed EGFP and had the         
Y-chromosome, indicating that their origin was the result of the in vivo fusion between an endogenous 
male hepatocyte and a female blood cell. This process was increased using Ammonium Chloride 
(NH4Cl), a phagocytosis inhibitor, suggetting that endocytic processes characteristic of monocyte-
macrophage cells were involved in the BMDH formation. 

 
Finally, to study how the hematopoietic nucleus of BMDH was reprogrammed, several nuclear 

characteristics were analyzed qualitatively and quantitatively. A sequential process was identified, in 
which the hematopoietic nucleus changed its morphology, lost hematopoietic nuclear factors and finally, 
expressed hepatic nuclear factors characteristic of the hepatic nucleus. 

 
Overall, we have demonstrated that: i) The presence of BMDH in the liver is ensured when 

hepatic damage exists. ii) Th e presence of these cells can be increased significantly with hematopoietic 
growth factor treatment. iii) BMDHs are originated by in vivo fusion between hematopoietic cells and 
hepatocytes. iv) The hematopoietic nuclei of BMDH suffer changes in morphology, silence 
hematopoietic genes and incorporate hepatic nuclear proteins. 
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La presencia de hepatocitos derivados de medula la ósea (HDMO) en el hígado se ha descrito en 
diferentes modelos. El mecanismo implicado en su origen no está del todo claro. Se ha propuesto como 
posibles mecanismos la diferenciación directa de la progenie de células madre hematopoyéticas 
(CMHs) y/o la fusión celular entre células derivadas de CMHs y hepatocitos endógenos. La frecuencia 
de aparición de HDMO está relacionada con el modelo estudiado, y varía según la fuente desde el 30% 
de todos los hepatocitos a ser un fenómeno muy escaso. 

 
Para estudiar el proceso de generación de HDMO,  se ha desarrollado un modelo en ratón, en el 

que ratones hembra letalmente irradiados fueron trasplantados con células de MO ratones transgénicos 
machos, que expresaban la proteína verde fluorescente (EGFP) bajo el control del promoter ubicuo de 
la β-actina. Después del establecimiento de la hematopoyesis quimérica, los animales fueron 
inyectados con solución salina o tetracloruro de (CCL4) para inducir un daño hepático similar a una 
cirrosis crónica. En los animales tratados con CCl4 se observó una gran diferencia en los parámetros 
serológicos y una estructura hepática completamente alterada. Los HDMO se identificaron mediante 
inmunofluorescencia como células EGFP+ con morfología de hepatocito, expresando proteínas 
específicas de hepatocito y no expresando marcadores hematopoyéticos (CD45-); la frecuencia de 
HDMO en los hígados dañados fue de 1 por 250.000 hepatocitos totales.  

 
Posteriormente, se movilizó durante tres semanas con el factor estimulador de colonias de 

granulocitos (G-CSF) o con G-CSF/trombopoyétina (TPO) a la mitad de los animales de cada grupo. 
Una semana más tarde, se sacrificaron los animales y se analizó la presencia de HDMO. La 
movilización con G-CSF incrementó significativamente el porcentaje de HDMO (más de 17 veces) en el 
hígado de los animales tratados con CCl4. Una frecuencia igual, se alcanzó con la movilización con    
G-CSF/TPO. Números similares de HDMO se detectaron también cuando los ratones fueron 
trasplantados con una población purificada de CMHs (fenotipo Lin-/Sca-1+/c-Kit+/ EGFP+), las cuales 
necesitaron un injerto en médula ósea previo.  

 
El análisis de los mecanismos implicados en la generación de HDMO, se realizó mediante la 

colocalización de marcadores celulares del donante de MO hembra (EGFP) y de los ratones receptores 
macho (cromosoma Y). Se detectó que la mayoría de los hepatocitos que expresaban EGFP también 
tenian el cromosoma Y, indicando que su origen era el resultado de una fusion in vivo entre hepatocitos 
endógenos y células sanguineas de la hembra. Este proceso fué incrementado usando cloruro amónico 
(NH4Cl), un inhibidor de la fagocitosis, sugiriendo que los procesos endocíticos característicos de 
monocitos-macrófagos, estaban implicados en la formación de HDMO. Por último, para determinar la 
forma en el que el núcleo hematopoyético se reprogramaba, se analizó cualitativa y cuantitativamente 
la morfología y la expresión de antígenos nucleares espec íficos de linaje. Se identificó un proceso 
secuencial, a través del cual el núcleo hematopoyético cambiaba su morfología, perdía factores 
nucleares hematopoyéticos y finalmente adquiría factores nucleares hepáticos, igualando a los núcleos 
de los hepatocitos. 

  
En resumen, hemos demostrado que: i) la presencia de HDMO en el hígado se produce cuando 

existe un daño hepático. ii) La presencia de estas células puede ser incrementada significativamente 
con el uso de factores de crecimiento hematopoyéticos. iii) El origen de los HDMO es hematopoyético y 
se producen mediante fusion in vivo entre células hematopoyéticas y hepatocitos. iv) El núcleo 
hematopoyético de los HDMO sufre cambios en su morfología, silencia genes hematopoyéticos y 
presenta marcadores nucleares hepáticos.  
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1. TERAPIA CELULAR. 
 

Debido a las mejoras sanitarias que se han producido en los países desarrollados, se ha 

conseguido combatir eficazmente un gran número de enfermedades. Unido a este desarrollo han 

surgido numerosos nuevos retos como es el tratamiento de las enfermedades degenerativas, las 

cuales, debido al estilo y al aumento en la esperanza de vida, afectan a un porcentaje cada vez más 

alto de la población. Con el objetivo de restaurar la función de los tejidos y órganos dañados en 

procesos degenerativos, la terapia celular plantea el uso de células vivas como herramienta 

terapeútica. 

 

La utilización de células para el tratamiento de enfermedades no es algo reciente. Ya a finales de 

la década de los 50 del pasado siglo, el grupo del Dr. E. Donnall Thomas (Ferrebee et al., 1958) 

consiguió realizar trasplantes de MO en un modelo canino después de irradiación. Diez años más 

tarde, el grupo del Dr. Robert Good realizó el primer trasplante de médula ósea (MO) en un paciente 

inmunodeficiente (Gatti et al., 1968). Estos estudios marcaron el inicio de la terapia celular, y más 

concretamente del trasplante de MO para el tratamiento de diversas enfermedades hematológicas. La 

terapia celular no se ha limitado al tratamiento de enfermedades hematológicas, sino que también se 

han desarrollado protocolos para el tratamiento de otras patologías. 

 

Los tratamientos de terapia celular pueden basarse en el trasplante de células totalmente 

diferenciadas, como sucede en el trasplante de piel artificial para el tratamiento de quemados o en 

otras patologías. Sin embargo, debido a la existencia de células madre en distintos tejidos, que 

presentan la capacidad de originar todo el repertorio de células diferenciadas de ese tejido, la terapia 

celular presenta su mayor potencialidad en el uso de estas células madre para regenerar sus órganos, 

como ocurre actualmente en el caso del trasplante de MO. Aún mas, el trasplante con células madre 

será clave para conseguir reemplazar a las células perdidas en otras enfermedades degenerativas 

como pueden ser el Alzheimer, Parkinson, diabetes, infarto de miocardio o enfermedades renales o 

hepáticas. 

 

1.1. Fuentes de células madre. 
 

Con el estudio de las células madre embrionarias y de las células madre adultas, la terapia 

celular ha adquirido una nueva dimensión, en la cual células de fuentes diversas son capaces de 

restaurar tejidos u órganos.  

 

El inicio de un organismo tan compartimentalizado como el de un animal adulto (figura 1), 

formado por una innumerable cantidad de células especializadas, tiene lugar en la fecundación, donde 

un espermatozoide se fusiona con un oocito para originar el zigoto, considerado como totipotente por 

poseer la capacidad de generar todas las células de los tejidos embrionarios y extraembrionarios, 

placenta y cordón umbilical. El siguiente estadio de diferenciación consiste en la formación del 

blastocisto, donde residen células pluripotenciales, al ser capaces de originar células derivadas de las 

capas embrionarias (mesodermo, endodermo y neuroectodermo). En el blastocisto se localiza la masa 

celular interna, a partir de la cuál se obtienen las células madre embrionarias que presentan también 

características de pluripotencia.  La especificación en las tres capas embrionarias  se establece en el 

estadio de gástrula. A partir de cada capa embrionaria surge la multitud de tejidos presentes en el 
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organismo adulto. A las células con la potencialidad para originar células pertenecientes a los distintos 

tejidos adultos de una misma capa embrionaria, se les ha denominado como células multipotentes, al 

ser capaces de originar células de varios linajes distintos. Ya en el organismo adulto, en determinados 

tejidos existen células madre adultas, que mantienen la homeostasis propia del tejido, al reparar y 

reemplazar sus células maduras. Las células madre adultas presentan una serie de características 

esenciales, como son la de automantenerse y originar todos los tipos de células maduras del tejido al 

que pertenecen. 

 

1.2. Procesos de plasticidad celular. 
 

Durante los últimos años, el dogma central de la biología del desarrollo, según el cual cada una 

de las tres capas embrionarias determina de forma muy estricta la diferenciación posterior, ha sido 

cuestionado como resultado del potencial de plasticidad que poseen las células adultas, denominada 

plasticidad celular. El término plasticidad describe la conversión de una célula de un linaje tisular a otro 

completamente diferente, con una pérdida de marcadores específicos y de la funcionalidad del tejido 

original, y con la adquisición de marcadores y funciones características del nuevo linaje (Krause, 2002; 

Theise and Wilmut, 2003). 

 

La existencia de la plasticidad celular se pone más de manifiesto durante el desarrollo 

embrionario, donde a partir de una única célula se originan numerosos tipos celulares que son 

necesarios para la formación del organismo adulto. En el caso de los mamíferos existen más de 200 

 
Figura 1. Compromiso tisular durante el desarrollo embrionario.  Durante el desarrollo embrionario se originan 
multitud de tejidos que estarán presentes en el organismo adulto, mediante un proceso gradual de especialización. 
En el momento de la fecundación, se origina el zigoto, con capacidad de totipotencia; conforme se avanza en el 
desarrollo embrionario, se forma el blastocisto, en el que existen células pluripotenciales. En una etapa más 
avanzada se produce la especialización en capas embrionarias (mesodermo, endodermo y neuroectodermo). 
Dentro de cada capa existen células multipotentes capaces de originar los diferentes tejidos de una misma capa 
embrionaria. Por último se originan los diferentes tejidos que están presentes en el organismo adulto.  Modificado 
de Stem Cells: Scientific Progress and Future Directions. NIH Report. 
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tipos distintos de células, muchas de ellas altamente especializadas como son las neuronas, células 

sanguíneas, miocitos o hepatocitos. 

 

Existen en la naturaleza ejemplos donde la plasticidad celular cobra también un papel esencial. 

Éste es el caso de los mecanismos que intervienen en la regeneración de órganos y apéndices 

después de daño o de pérdida total de una extremidad. Éstos ocurren en diversos animales como es el 

caso de las salamandras, que son capaces de regenerar sus extremidades, cola, mandíbula superior, 

tejidos oculares, intestino y pequeñas secciones de corazón, a partir de unas pocas células maduras, 

mediante la formación de unas estructuras llamadas blastemas (Brockes and Kumar, 2005). Las 

salamandras constituyen uno de los pocos ejemplos de vertebrados adultos en los que se observa una 

capacidad de plasticidad celular tan significativa, como es la regeneración de estructuras tisulares 

complejas a partir de una pequeña población de células. 

 

La existencia de procesos de plasticidad celular en mamíferos adultos nos indicaría una 

reminiscencia de la potencialidad de las células madre embrionarias o de los que se producen en 

organismo inferiores. 

 

Estas potencialidades de las células adultas, aumentan considerablemente su posible aplicación 

en terapia celular, al no restringirse su diferenciación a un determinado tejido. 

 

1.3. Plasticidad de células adultas. 
 

La constatación de la existencia de procesos de plasticidad celular en mamíferos adultos, ha 

producido durante los últimos años una gran controversia. Con anterioridad al estudio de estos 

procesos de plasticidad celular, se conocía la existencia de células madre de distintos tejidos, con una 

capacidad para automantenerse y de originar todas las células presentes en su tejido. Éstas eran las 

únicas células identificadas en los organismos adultos responsables del desarrollo y de la regeneración 

de su propio tejido (Weissman, 2000). Se ha descrito la existencia de células madre adultas en multitud 

de tejidos, como el sistema hematopoyético, piel, epitelio intestinal, sistema nervioso o músculo (Fuchs 

and Segre, 2000). Estas células madre adultas, responsables del mantenimiento de la homeostasis y 

de la regeneración de su propio tejido, se habían descrito con un potencial de plasticidad celular 

limitado al tener sólo la capacidad de originar todos los tipos celulares del tejido en el que residen 

(Hirschi and Goodell, 2002; Krause, 2002). 

 

Desde finales de las década de los 90, numerosos grupos de investigadores describieron 

inesperados procesos de plasticidad por parte de células adultas. Es decir, diferentes tipos de células, 

eran capaces de originar una gran variedad de tejidos distintos del que procedían (ver tabla 1).  

 

Ya en 1998, Ferrari y colaboradores describieron la contribución de células de MO marcadas 

genéticamente en un modelo de ratón para reparar músculo esquelético dañado mediante su 

diferenciación a fibras musculares (Ferrari et al., 1998). Esto ocurría a través de intermediarios 

hematopoyéticos mieloides (Camargo et al., 2003), demostrando que las células madre presentaban un 

potencial de diferenciación mucho mayor de lo que hasta la fecha se había pensado. En un modelo de 

ratón de distrofia muscular, se vio la potencial aplicación clínica de células de la MO para restaurar esta 

enfermedad (Gussoni et al., 1999; Fukada et al., 2002). Incluso su contribución muscular iba más allá, 
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al transformarse en células satélite, consideradas como las células madre del músculo (LaBarge and 

Blau, 2002).  

 

También ha quedado demostrado en numerosos trabajos, la contribución de células de MO a 

tejido cardiaco. Así, el grupo de Orlic y colaboradores, demostraron la contribución de una población 

deplecionada en células maduras de MO que expresaban la proteína verde fluorescente (EGFP), en la 

restauración de la función cardiaca en la zona de isquemia producida por ligación coronaria en un 

modelo de infarto de miocardio en ratón. Estos autores localizaron, a los nueve días del trasplante, 

células EGFP+ que además expresaban marcadores de cardiomiocitos (Orlic et al., 2001a). En otro 

estudio semejante también se identificó la participación de células de MO en la regeneración cardiaca, 

en ratones cuya hematopoyesis había sido restaurada a partir de células de MO que portaban  LacZ 

como gen marcador, se comprobó que en la zona de daño cardiaco había reclutado células de MO y 

que expresaban marcadores cardiacos (Jackson et al., 2001).  De nuevo el grupo de Orlic, en 2001 

demostró que la movilización de células hematopoyéticas con factor estimulador de colonias 

granulocíticas (G-CSF, del inglés Granulocyte-Colony Stimulating Factor) antes y después del daño 

cardiaco en ratón, reducía el tamaño de la región dañada y la mortalidad (Orlic et al., 2001b). Sin 

Tejido origen Tejido formado Referencia 

MO Músculo 

(Ferrari et al., 1998; Bittner et al., 1999;  Gussoni et al., 1999; Gussoni et 

al., 2002; LaBarge and Blau, 2002; Corbel et al., 2003; Dreyfus et al., 

2004;  Abedi et al., 2004a; Abedi et al., 2004b; Ratajczak et al., 2004; 

Yoshimoto et al., 2005) 

MO 
Corazón/músculo 

cardiaco 

(Bittner et al., 1999;  Jackson et al., 2001; Orlic et al., 2001a; Orlic et al., 

2001b;  Quaini et al., 2002; Alvarez-Dolado et al., 2003; Deb et al., 2003; 

Stamm et al., 2003; Tse et al., 2003) 

MO 
Sistema nervioso 

central 

(Brazelton et al., 2000;  Mezey et al., 2000;  Priller et al., 2001a; Priller et 

al., 2001b;   Jiang et al., 2002b; Alvarez -Dolado et al., 2003; Jiang et al., 

2003;Ratajczak et al., 2004) 

MO Hígado Revisado en tabla 2 y en Referencia (Thorgeirsson and Grisham, 2006) 

MO Riñón 
(Cornacchia et al., 2001; Grimm et al., 2001; Imasaw a et al., 2001; Ito et 

al., 2001; Poulsom et al., 2001;  Gupta et al., 2002; Kale et al., 2003) 

MO Páncreas (Hess et al., 2003; Ianus et al., 2003) 

MO 
Tracto 

gastrointestinal 
(Krause et al., 2001;  Korbling et al., 2002; Okamoto et al., 2002) 

MO Pulmón 
(Kotton et al., 2001; Krause et al., 2001; Jiang et al., 2002b; Theise et al., 

2002; Abe et al., 2003; Harris et al., 2004; Aliotta et al., 2006) 

MO Piel 
(Krause et al., 2001; Hematti et al., 2002; Korbling et al., 2002; Badiavas 

et al., 2003; Abedi et al., 2004a; Harris et al., 2004; Brittan et al., 2005) 

MO Endotelio 
(Shi et al., 1998; Jackson et al., 2001;  Kocher et al., 2001; Orlic et al., 

2001a;Jiang et al., 2002b; Stadtfeld and Graf, 2005) 

Músculo Hematopoyesis (Jackson et al., 1999; Pang, 2000) 

Sistema nervioso Hematopoyesis (Bjornson et al., 1999) 

Sistema nervioso Músculo (Rietze et al., 2001) 

Piel Músculo (Toma et al., 2001) 

Piel Sistema nervioso (Toma et al., 2001; Fernandes et al., 2004) 

Tabla 1. Resumen de la plasticidad de células adultas. Sólo se han recogido las publicaciones más 

representativas. MO indica médula ósea. 
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embargo, en experimentos similares realizados en primates no humanos, no se consiguió reparar la 

zona infartada, reducciendose la acción de G-CSF a inducir angiogénesis (Norol et al., 2003). En el 

2004, se demostró que esta conversión de células de MO hacia cardiomicitos, ocurría a través de 

fusión celular entre ambos tipo celulares (Nygren et al., 2004). También en humanos se observó la 

contribución de la células de MO al corazón en pacientes varones que habían recibido un trasplante 

cardiaco procedente de donantes mujeres (Deb et al., 2003).  
 

En 1999 se consiguió restaurar la hematopoyesis de ratones letalmente irradiados, después de 

trasplantarlos con células madre nerviosas (Bjornson et al., 1999). Un año más tarde se identificó el 

proceso contrario. A partir del trasplante de células de MO se identificaron células procedentes del 

trasplante que se localizaban en el cerebro y expresaban marcadores neuronales (Brazelton et al., 

2000; Mezey et al., 2000). Por otra parte el grupo del Dr. Dirgnal identificó tanto microglias(Priller et al., 

2001a) como neuronas de Purkinje funcionales (Priller et al., 2001b; Alvarez-Dolado et al., 2003) 

derivadas de la MO, siguiendo su origen mediante el marcaje con vectores retrovirales. Esto abría una 

alternativa para posibles terapias de enfermedades neurodegenerativas. 

 
 

En un trabajo de la Dra. D. Krause (Krause et al., 2001), observó el amplio potencial de 

plasticidad celular de las células hematopoyéticas para diferenciarse a multitud de tejidos. En dicho 

trabajo, se demostró que una sola célula madre hematopoyéticas (CMH), no sólo reconstituía  todos los 

linajes hematopoyéticos en receptores letalmente irradiados, sino también que una amplia variedad de 

tejidos no hematopoyéticos eran derivados de la MO. Se localizaron células derivadas de aquella única 

célula en bronquios (el 2,32±1,45% de las células de los bronquios se derivaban de las CMHs), 

alvéolos (12,58±4,07), esófago (1,12±1,14%), estómago (0,32±0,21), intestino delgado (0,54±0,61%), 

intestino grueso (0,12±0,13%), piel (2,1±0,66) y conducto biliar (0,52±0,95%). 
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2. SISTEMA HEMATOPOYÉTICO. 
 

El tejido hematopoyético es un sistema con distribución jerárquica en el que, por sucesivos 

eventos de proliferación y diferenciación finamente regulados, se generan todas las células funcionales 

de la sangre. Durante el desarrollo fetal, la hematopoyesis avanza desde el saco vitelino y la región 

aorta-gónada-mesonefro (AGM) (Medvinsky and Dzierzak, 1996; Sanchez et al., 1996) al hígado fetal, 

bazo y finalmente a la MO (Tavassoli, 1994). En el estado adulto la hematopoyesis tiene lugar 

fundamentalmente en MO, timo y en el caso del ratón, también en el bazo. 

 

2.1. Jerarquía del sistema hematopoyético. 
 

En el sistema hematopoyético (figura 2), se establece una estructura altamente jerarquizada a 

medida que se avanza en el proceso de maduración de las células hematopoyéticas, las cuales 

adquieren una capacidad de diferenciación más restringida y una limitada capacidad de 

automantenimiento. Siguiendo este criterio, las células hematopoyéticas se  distribuyen en una 

estructura compuesta por tres compartimentos, según su capacidad de diferenciación y 

automantenimiento: 

 

 
Figura 2. Esquema del sistema hematopoyético. Existen tres compartimentos celulares : células madre 

hematopoyéticas, células progenitoras comprometidas y células maduras con morfología reconocible. CFU-GEMM, 

unidad formadora de colonias de granulocitos, eritrocitos, monocitos y megacariocitos; CMP, progenitor mieloide 

común; CLP, progenitor linfoide común; MEP, progenitor megacariocitico-eritroide; GMP, progenitor granulo-

macrofágico; BFU-E, unidad formadora de empedrado eritroide; CFU-Meg, unidad formadora de colonias 

megacariocíticas; CFU-M, unidad formadora de colonias de macrogafos; CFU-G, unidad formadora de colonias 

granulocíticas; CFU-Eo, unidad formadora de colonias eosinofílicas; CFU-Baso, unidad formadora de colonias. 
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2.1.1. Células madre hematopoyéticas.  

 

Son células con capacidad de autorenovación a lo largo de la vida del individuo y de 

diferenciación a progenitores más comprometidos y a células maduras especializadas funcionales        

(Till and Mc, 1961). A lo largo del proceso de maduración, las CMHs originan células progenitoras de 

los dos linajes hematopoyéticos (mieloide y linfoide) a partir de las cuales deriva todo el repertorio de 

células maduras. 

 

El único ensayo válido para identificar la presencia de CMHs, es evaluar su capacidad para 

reconstituir el sistema hematopoyético de un receptor que ha sido irradiado. Ésto se debe a que la 

reconstitución hematopoyética requiere de las células trasplantadas un gran potencial de 

autorenovación y de diferenciación a todos los tipos de células sanguíneas, características que 

únicamente poseen las CMHs. En ratones y humanos, se han desarrollado numerosas estrategias para 

aislar y caracterizar las CMHs. Para ratón, muchos protocolos de purificación comienzan con un paso 

de depleción de células comprometidas, en el que se retiran todas las células que expresan 

marcadores específicos de linaje (ej. CD11b para macrófagos y granulocitos, CD3 para células T, B220 

para células B, y Ter-119 para células rojas). La población resultante, llamada Lin-, está enriquecida de 

10 a 100 veces en CMHs.  

 

Una mayor purificación de las CMHSs puede llevarse a cabo de varias formas. Mediante la 

selección de las células que excluyen los colorantes rodamina y Hoechst (Hoechstlow/rodaminalow) 

dentro de la población Lin-, se ha conseguido purificar CMHSs (Wolf et al., 1993).  Los fenotipos  

CD34+/Lin- (Krause et al., 1994), y Lin-/Sca-1+/c-Kit+/Thy-1low (Fleming et al., 1993), también han sido 

utilizadas para la purificación de CMHs. A pesar de que la población CD34+/Lin- puede reconstituir 

hematopoyesis (Donnelly et al., 1999) y por lo tanto contener CMHs,  el Osawa y colaboradores, 

demostraron que dentro de la población CD34- residen las CMHs más primitivas (Osawa et al., 1996). 

También se encuentra enriquecida en CMHs la población SP (del inglés Side Population), denominada 

así por su capacidad para excluir el colorante Hoechst;  las células SP también están presentes en 

otros tejidos, incluido el músculo esquelético (Asakura and Rudnicki, 2002). Algunos autores sugieren 

que las células SP  pueden ser células madre específicas de tejido. Otros proponen que son células 

derivadas de MO alojadas dentro de otros tejidos (Asakura and Rudnicki, 2002; Majka et al., 2003). 

Otro método para purificar CMHs en ratón,  descrito por el Dr. S. J. Sharkis (Krause et al., 2001;  Jang 

et al., 2004), se basa en el hecho de que las CMHs son células poco proliferativas, por lo que si son 

tratadas con PKH26, el cual tiñe la membrana celular y es distribuido por igual entre las células hijas en 

una división celular. Estas células trasplantadas en un receptor letalmente irradiado, en las primeras 24 

horas no se dividirán, manteniendo toda la fluorescencia debida a la tinción, y podrán ser fácilmente 

aisladas mediante procesos de selección celular. 

 

El CD34 fue el primer marcador encontrado en las CMHs humanas( Civin et al., 1984). Junto con 

la selección Thy -1+ y un cóctel Lin-, identifica CMHs humanas (Baum et al., 1992; Craig et al., 1993). 

También se ha descrito al marcador CD133 como un posible sustituto del CD34 (Yin et al., 1997). En 

1998, se describió una separación muy restrictiva con el fenotipo CD34+/Thy-1+/Lin-/CD38- (Uchida et 

al., 1998). Una característica para identificar a las CMHs humanas, es su capacidad para repoblar 

eficazmente ratones irradiados SCID-hu o NOD-SCID (Ploemacher, 1997). 
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2.1.2. Células progenitoras comprometidas.  

 

Son células con una elevada tasa proliferativa, presentan una capacidad de automantenimiento 

baja o nula y su diferenciación está restringida hacia un tipo celular concreto (Metcalf, 1989). Son las 

encargadas de la amplificación que ocurre en la producción de células de la sangre. Su frecuencia es 

aproximadamente de 1:1000 células de MO. 

 

Los precursores hematopoyéticos comprometidos se pueden estimular in vitro mediante la 

adición de factores de crecimiento hematopoyético y esta capacidad es la base de la realización de 

ensayos clonogénicos en los cuales dichos progenitores dan lugar a colonias cuantificables de células 

diferenciadas en cultivos en medio semisólido. Su primera descripción fue en los años 60. Dos trabajos 

independientes demostraron que cuando suspensiones celulares de MO y bazo eran cultivadas en 

agar, se desarrollaban colonias de células compuestas por granulocitos y/o macrófagos (Pluznik and 

Sachs, 1965; Bradley and Metcalf, 1966). La formación de estas colonias es una prueba indirecta de la 

existencia de un precursor de la línea granulomacrofágica, y se denominan unidades formadoras de 

colonias granulo-macrofágicas (CFU-GM). Cuando a los cultivos semisólidos se les añaden 

concentraciones relativamente altas de eritropoyétina, se observan colonias derivadas de precursores 

de la línea eritroide, son  las unidades formadoras de burst eritroides (BFU-E) (Gregory and Eaves, 

1978). En cuanto a la línea megacariocítica se refiere, la unidad formadora de megacariocitos       

(CFU-Meg) es el precursor celular comprometido más temprano que se puede detectar (McLeod et al., 

1976; Nakeff and Daniels-McQueen, 1976). 

 

Para la purificación de progenitores comprometidos se han seguido una aproximaciones a las de 

las CMHs. Así, el progenitor común linfoide (CLP) se purificó según su expresión del receptor de la 

interleuquina-7   (IL-7R) definiéndose una población de la MO enriquecida en actividad progenitora 

linfoide (Ryan et al., 1997). Además, como los progenitores mieloeritroides son c-Kit+, los progenitores 

no linfoides de la MO pertenecerían a la población IL-7R-/c-Kit+ (Kouro et al., 2002). Akashi y 

colaboradores (Akashi et al., 1998) fueron capaces, gracias a su fenotipo, de purificar tres grandes 

tipos de progenitores mieloides, como son el progenitor común mieloide (CMP) (CD34+/Fc?Rlow), y dos 

progenitores más comprometidos, el progenitor megacariocito/eritrocito (MEP) (CD34-/Fc?Rlow) y el 

progenitor granulocito/monocito (GMP) (CD34+/Fc?Rhigh) (Lagasse et al., 2001; Kouro et al., 2002). 

 

2.1.3. Células de morfología reconocible o células maduras.  

 

 Corresponden al nivel máximo de diferenciación hematopoyética en el que se incluyen las 

células en maduración o ya maduras y funcionalmente activas. Se caracterizan por presentar baja o 

nula capacidad de proliferación y automantenimiento. 

 

El linaje linfoide está formado por tres poblaciones de linfocitos distintas: células T, células B, y 

células natural killer (NK); tanto los linfocitos T como B poseen especificidad antigénica; por el contrario 

las células NK forman parte de la respuesta inmune natural (Abbas, 2004). Los linfocitos T y B son los 

responsables de la respuesta inmune específica. Se producen en los órganos linfoides primarios del 

orden de 1000 millones al día, y de allí migran a órganos linfoides secundarios y a espacios tisulares 

En el individuo adulto existe un billón de linfocitos, lo que supone el 2% del peso corporal total, y 

suponen entre el 20 y el 40% de los leucocitos totales.  
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El linaje mieloide está formado por monocitos, granulocitos, eosinófilos, neutrófilos, basófilos, 

megacariocitos, plaquetas y eritrocitos. Se ha definido el sistema fagocítico mononuclear, cuya función 

básica es la fagocitosis, que juega un papel importante en la inmunidad natural; se origina en la MO, 

desde donde pasan a sangre periférica (SP). Los monocitos migran a los tejidos, transformándose en 

macrófagos, que pueden activarse y adquirir diferentes formas (células gigante multinucleadas, 

microglias, células de Kupffer, macrófagos alveolares y osteoclastos). Los granulocitos presentan 

numerosos gránulos citoplasmáticos y actúan en procesos de inflamación y en inmunidad natural. 

Existen tres tipos de granulocitos: neutrófilos, eosinófilos y basófilos. A partir de los megacariocitos se 

forman las plaquetas, en un proceso denominado megacariocitopoyesis; las plaquetas participan en la 

coagulación sanguínea. Los eritrocitos son los encargados del transporte de oxígeno y dióxido de 

carbono en el organismo y se originan mediante el proceso denominado eritropoyesis. 

 

Existe otro tipo celular, las células dendríticas, que pueden derivar tanto de células del linaje 

linfoide como mieloide; son importantes en la presentación de antígenos a los linfocitos T. 

 

2.2. Movilización de células progenitoras y células madre hematopoyéticas. 
 

Existe un estado de homeostasis entre las células de los diferentes compartimentos 

hematopoyéticos que se encuentran en el torrente sanguíneo y las residentes en MO. Este equilibrio se 

ve interrumpido ante diferentes señales, creándose una situación de alarma en la que se incrementa la 

liberación de células inmaduras y maduras desde MO a SP. A este proceso se le denomina 

movilización, y ocurre naturalmente durante un proceso inflamatorio o de daño. Esta liberación también 

se induce clínicamente o en modelos animales por una 

amplia gama de moléculas y/o tratamientos: agentes que 

causan daño al ácido desoxirrubonucleico (ADN), drogas 

quimioterapeúticas como la ciclofosfamida, o regímenes de 

quimioterapia combinados tales como fosfamida, 

carboplatino y etoposido (ICE), metilprednisolona, ara-c y 

cisplatino (ESHAP). Citoquinas como G-CSF (del inglés 

Granulocyte-Colony Stimulating Factor), GM-CSF (del inglés 

Granulocyte-Macrophage-Colony Stimulating Factor), SCF 

(del inglés Stem Cell Factor) y flt-3 ligando y quimioquinas 

tales como interleuquina 8 (IL-8), Mip-1α, Groβ y SDF-1 (del 

inglés Stromal derived factor-1) (Cottler-Fox et al., 2003) 

también inducen esta movilización.  

 

El G-CSF (figura 3) fue el primer factor descrito con capacidad de incrementar el número total de 

células hematopoyéticas circulantes (Molineux et al., 1990; Varas et al., 1996; Molineux et al., 1999). La 

administración de G-CSF se ha utilizado tradicionalmente en la profilaxis de la neutropenia inducida por 

quimioterapia. También actúa como un agente efectivo para la movilización de progenitores 

hematopoyéticos desde MO a SP y promueve la diferenciación de progenitores granulocíticos a 

granulocitos maduros (Drize et al., 1993; Bodine et al., 1996; de Haan et al., 2000; Cottler-Fox et al., 

2003;). Mediante el uso de Neulasta (Amgen), cuyo principio activo es un G-CSF modificado por 

pegilación, se consigue un efecto en la movilización de progenitores hematopoyéticos efecto similar al 

obtenido con G-CSF, pero sin la necesidad de varias inyecciones diarias, facilitandose as í su 

administración (Willis and Pettengell, 2002; Lyman, 2005).  

 
Figura 3. Estructura molecular del G-CSF. 
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En resumen, con la movilización se consigue el reclutamiento de progenitores hematopoyéticos 

durante situaciones de alarma; la médula ósea actúa como un reservorio de células hematopoyéticas 

maduras e inmaduras que son liberadas al torrente sanguíneo ante señales de estrés, para migrar al 

lugar de daño y así contribuir a la defensa del huésped y a la reparación tisular.  
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3. EL HÍGADO. 
 

El hígado es el órgano más grande y uno de los más importantes del organismo (Volwier W., 

2006). Está localizado bajo la caja torácica, en el lado derecho del abdomen. En individuos adultos 

pesa alrededor de 1,5Kg, y desarrolla más de 500 funciones vitales. Así, por ejemplo, sin él no 

podríamos ni absorber comida ni eliminar sustancias tóxicas. 

 

3.1. Anatomía macroscópica. 
 

La mayor parte del hígado se haya alojada debajo de la cúpula diafragmática derecha (Figura 

4a). Su cara anterior está protegida por las costillas del hemitórax derecho, y su borde anterior aflora 

por debajo del reborde costal del mismo lado. Separada por el diafragma, su cara superior está en 

relación con la pleura y el pulmón derecho; su cara inferior, en la cavidad abdominal, se relaciona con 

el colón derecho, el duodeno y el páncreas, y su cara posterior con el riñón derecho. 

 

El hígado humano está constituido por una masa única, dividida en lóbulos; los dos de mayor 

tamaño, el izquierdo y el derecho, están separados por la vena porta y la arteria hepática. Visto por su 

cara inferior, se distinguen otros dos lóbulos de menor tamaño, el lóbulo caudado y el cuadrado. Toda 

su superficie está recubierta por una doble membrana fibrosa, el peritoneo visceral y la cápsula de 

Glisson. 

 

El hígado es un órgano muy irrigado, realizándose la vascularización a través de la vena porta y 

la arteria hepática. La vena porta proporciona entre el 65 y el 85% de la sangre que llega al hígado, y el 

20 y el 35% del aporte sanguíneo se realiza por la arteria hepática. La oxigenación de las células 

hepáticas la realizan a parte iguales tanto la vena porta como la arteria hepática. Esto se debe a que la 

concentración de oxígeno de la vena porta es algo inferior a la de la sangre arterial, pero muy superior 

a la de la sangre venosa. La vena porta y la arteria hepática entran en el hígado a través del tronco 

celíaco, donde cada uno de ellos se divide en dos ramas, destinadas a la irrigación de los lóbulos 

hepáticos, y en cuyo interior y por sucesivas ramificaciones terminan en una red vascular común, la 

Figura 4. Anatomía hepática. a) Localización del hígado dentro del organismo. b) Representación esquemática 

del lobulillo hepático. 

 
Figura 4. Anatomía hepática. a) Localización del hígado dentro del organismo. b) Representación esquemática 

del lobulillo hepático. 
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sinusoide hepática. El drenaje venoso del hígado se realiza a través de vénulas, las suprahepáticas 

derecha e izquierda, que desembocan en un tronco suprahepático común, el cual acaba en la vena 

cava inferior. 

 

3.2. Anatomía microscópica. 
 

La unidad microscópica del hígado es el lobulillo hepático (figura 4b). Cada lobulillo tiene un 

aspecto piriforme, en el que está centrada la vena central del lobulillo y en su periferia se sitúan los 

espacios portales (tríada portal), que contienen ramificaciones portal, arterial y el conducto biliar. En 

forma radial, desde la vena central hasta la periferia, se extienden hileras de hepatocitos, y entre cada 

hilera se constituyen las sinusoides hepáticas. Desde los espacios portales, las ramas terminales de la 

vena porta y de la arteria hepática envían la sangre hacia la vena central. El hígado posee varios tipos 

de células: 

 

Hepatocitos: Constituyen entre el 60 al 80% de la masa hepática. Presentan una forma poliédrica 

de unos 20 a 30 µm de diámetro; poseen núcleos con numerosos nucleolos, y una relación 

núcleo/citoplasma baja o moderada. Se disponen en hileras, las cuales se estructuran en sinusoides, 

formadas por dos hileras de hepatocitos que están separadas por el espacio de Disse. Se distinguen 

distintos dominios en el hepatocito, los dominios laterales y los sinusoidales. En los dominios laterales, 

donde se establece el contacto con los hepatocitos adyacentes de su misma hilera, quedándose un 

surco de microvellosidades, que junto al de otro hepatocito vecino forma un capilar biliar, donde se 

vierte bilis. Los dominios sinusoidales están dirigidos al espacio de Disse, hacia el cual se disponen 

microvellosidades. Los hepatocitos situados en la zona periportal de un lobulillo hepático, establecen 

contactos con células biliares, formando el canal de Hering, por donde fluye la bilis hasta los capilares 

biliares. 

 

Células de Kupffer:  Son células de origen macrofágico situado en las sinusoides hepáticas. Su 

principal función es retirar de la sangre las partículas contaminantes que estén presentes, así como los 

eritrocitos envejecidos.  

 

Células de Ito: Se localizan en el espacio de Disse. Almacenan vitamina A, sintetizan proteínas 

de tejido conectivo y diversos factores de crecimiento. En condiciones de daño adquieren capacidad 

fibroblástica. 

 

Células endoteliales fenestradas: Conforman la barrera entre el espacio de Disse y la sinusoide 

hepática, y son las únicas células endoteliales con grandes huecos citoplasmáticos que permiten un 

contacto máximo entre la sangre circulante y los hepatocitos. 

 

Colangiocitos o células biliares: Son células epiteliales, que forman el conducto biliar, a donde 

desemboca la bilis producida por los hepatocitos. 

 

Células ovales: No se conoce su naturaleza exacta. Se ha pensado que pudieran constituir una 

población de células madre hepáticas que son capaces de originar tanto hepatocitos como 

colangiocitos, o incluso ser un intermediario de la hipotética célula madre hepática y su descendencia. 

Estas células proliferan bajo determinadas condiciones, principalmente cuando los hepatocitos no 

consiguen proliferar ante un proceso de daño. A esta proliferación de las células ovales se denomina 
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reacción oval (Kofman et al., 2005). Existe discrepancia en su localización, que pudiera ser en el canal 

de Hering o cerca de los conductos biliares (Petersen et al., 1999). 

 

Otros tipos celulares: Células endoteliales que forman los vasos sanguíneos y linfáticos, y células 

de músculo liso, localizados en las venas y arterias; células nerviosas, fibroblastos y células 

inflamatorias. 

 

3.3. Funciones del hígado. 
 

Debido a su localización entre el sistema digestivo y el resto del organismo, el hígado tiene un 

papel fundamental en la regulación de la concentración sanguínea de numerosas moléculas, ya que es 

el encargado de controlar el aporte de nutrientes derivados de la dieta. Entre las principales funciones 

desarrolladas por el hígado se encuentran: 

 

Metabolismo de la bilirrubina: La bilirrubina es un producto tóxico y liposoluble, resultante de la 

degradación del grupo hemo de la hemoglobina de los eritrocitos. La medida de los niveles de 

bilirrubina es una prueba bioquímica que indica la funcionalidad hepática. 

 

Metabolismo de aminoácidos y proteínas: El hígado es el principal responsable de la distribución 

de los aminoácidos y péptidos procedentes de la dieta. El hígado actúa como reservorio de 

aminoácidos libres, y se encarga de la síntesis de muchas proteínas plasmáticas.  

 

Metabolismo de hidratos de carbono: En el hígado se desarrolla la gluconeogénesis de hidratos 

de carbono para almacenarlos en forma de glucógeno, a partir de los azucares de la dieta, y en 

condiciones de escasez de glucosa, también  a partir de aminoácidos o de lípidos.  

 

Metabolismo de los lípidos: A parte de la absorción de de los lípidos ingeridos por parte del 

intestino, el hígado también es capaz de sintetizar ácidos grasos a partir de precursores 

hidrocarbonados (lipogénesis).  

 

Metabolismo de las sales biliares: Las sales biliares son las responsables de la solubilización de 

los lípidos para que sean absorbidos por el intestino.  

 

Función fagocítica del hígado: Es llevada a cabo por las células de Kupffer. Estas células forman 

parte del sistema fagocítico mononuclear y se encargan de fagocitar bacterias, virus y partículas 

extrañas.  

 

Otras funciones: Los hepatocitos son capaces de endocitar hormonas, secretándolas a través del 

canalículo biliar, o de ser degradados. Intervienen en el proceso de detoxificación de fármacos y otras 

toxinas. Y actúan como depósito de vitamina A. 

 

3.4. Patologías hepáticas.  
 

Existen numerosas afecciones que pueden dañar al hígado, en primer lugar porque sufre la 

acción directa de toxinas que entran en el organismo, o incluso debido a la bioactivación de 
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compuestos aparentemente inertes, que son transformados por alguna de las enzimas que intervienen 

en procesos de óxido-reducción en el hígado. También es susceptible al ataque de distintos virus o de 

otras enfermedades genéticas. Las mayores causas de daño en el hígado pueden ser infecciones 

virales, respuestas autoinmunes, drogas, alcohol, o enfermedades genéticas como la enfermedad de 

Wilson o  la deficiencia de α-1-antitripsina (Howard J. Worman, 2003;  Volwier W., 2006), y sus 

síntomas en el hígado se manifiestan con distintos grados de severidad, como son: 

 

Hígado graso: Es la acumulación de depósitos de grasa en los hepatocitos. Puede aparecer con 

el abuso del alcohol y en individuos obesos. Viene acompañado de inflamación, que puede 

desembocar en cirrosis.  

 

Hepatitis: Con este nombre se designan inflamaciones difusas del hígado. Pueden ser víricas 

(hepatitis A, B y C), o causadas por alcohol u otras drogas. La hepatitis puede ser aguda o crónica. La 

primera se caracteriza por alteraciones centrolobulillares, como necrosis, inflamación, aparición de 

signos regenerativos, como son aumento de mitosis y de hepatocitos binucleados. La hepatitis crónica 

se define como la presencia de inflamación en el hígado durante más de seis meses, que puede 

desembocar en cirrosis, fallo hepático e incluso la muerte.  

 

Cirrosis: Se define como una fibrosis hepática ampliamente distribuida y con distorsión de la 

arquitectura lobular hepática. Producida por una inflamación persistente y/o la necrosis de células del 

parénquima, combinada con una regeneración en forma de nódulos. 

 

3.4.1. Toxicidad inducida por tetracloruro de carbono. 

 

El tetracloruro de carbono (CCl4) (Ariosto et al., 1989; Lee, 1993; Weber et al., 2003) es utilizado 

frecuentemente para producir daño hepático generalizado, con el que se consigue degradación de 

lípidos, fibrosis, muerte hepatocelular y actúa como carcinógeno; la acción de este compuesto depende 

de la dosis, del tiempo de exposición, de la presencia de agentes potenciadores y de la edad del 

organismo afectado, y produce la activación del programa de regeneración hepática. 

 

La activación del CCl4 se debe a la acción de los citocromos (CYP)2E1, CYP2P1 o CYP2B2, y 

posiblemente el CYP3A, produciendo el radical triclorometilo (CCl3*). Este radical se puede unir a 

moléculas celulares (ácidos nucleicos, proteínas o lípidos), deteriorando procesos cruciales como el 

metabolismo de los lípidos. La formación de aductos entre CCl3* y ADN puede actuar como iniciador de 

cáncer hepático. Este radical también puede reaccionar con oxigeno molecular (O2) para formar el 

radical triclorometilperóxido (CCl3OO*), una especie altamente reactiva. El CCl3OO* inicia la reacción 

en cadena de peroxidación de los lípidos, resultando en la destrucción de los ácidos grasos 

poliinsaturados, en particular los asociados a fosfolípidos; esto afecta a la permeabilidad mitocondrial 

del retículo endoplásmico y de las membranas plasmáticas, resultando con la pérdida de calcio celular; 

también se produce un incremento de la síntesis de triglicéridos, acumulándose en el interior de los 

hepatocitos, característico del hígado graso.  Casi todos los productos de la degradación de los ácidos 

grasos son aldehídos reactivos, especialmente 4-hidroxinonenal, que se unen fácilmente a grupos de 

proteínas inhibiendo la actividad de muchas enzimas. La intoxicación con CCl4 también produce la 

hipometilación de componentes celulares; en el caso del ácido ribonucleico (ARN), el resultado de esta 

hipometilación es la inhibición de la síntesis de proteínas, y en los fosfolípidos produce la inhibición de 

la secreción de lipoproteínas. 
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La acción del CCl4 también se manifiesta en muchas rutas de señalización celular. Activa el 

factor de necrosis tumoral α (TNF-α), el óxido nítrico (NO), y los factores de crecimiento transformante 

α y β (TGF-α y β), procesos que parecen estar directamente dirigidos a la autodestrucción celular y a 

los procesos de fibrosis. TNF-α señaliza hacia apoptosis y TGF se relaciona con fibrosis en el hígado; 

TNF-α? también induce las interleuquinas 6 (IL-6) y 10 (IL-10), que actúan como agentes 

antiapoptóticos, con lo que ambas inteleuquinas podrían iniciar la recuperación de los hepatocitos 

dañados con CCl4. 

 

3.5. Regeneración  hepática. 
 

El hígado presenta una gran capacidad para regenerarse, presumiblemente para protegerse de 

una pérdida de su masa como consecuencia a la posible ingesta de tóxicos en la dieta. Esta capacidad 

ya se identificó en la mitología griega, con el mito de Prometeo, quien robó el secreto del fuego a los 

dioses, por lo que fue castigado por toda la eternidad a que parte de su hígado fuera devorado cada 

día por un águila, regenerándose durante la noche.  

 

En 1931, Higgins y Anderson, después de realizar hepatectomias parciales en ratas de 

determinados lóbulos, extirpando hasta dos tercios del hígado, comprobaron que los lóbulos que 

permanecían eran capaces de regenerar a los lóbulos amputados (Michalopoulos and DeFrances, 

1997; Fausto, 2001). Otro ejemplo de la capacidad del hígado, está en dos casos de trasplante de 

hígado de babuinos en pacientes, donde el hígado del babuino crecía hasta alcanzar el tamaño de un 

hígado humano (Starzl et al., 1993). 

 

A diferencia de otros tejidos, la regeneración hepática no se debe a una población de células 

madre residentes (células ovales), sino a los propios hepatocitos maduros, y sólo cuando la 

proliferación de éstos estuviera inhibida, intervendría el compartimiento de células madre hepáticas. 

Los hepatocitos son las primeras células que proliferan durante la regeneración hepática, comenzando 

por los de la zona de la tríada portal (compuesta por la arteria hepática, la vena portal y el conducto 

biliar), alcanzándose luego la zona pericentral. Se postula que los hepatocitos aportan el estímulo que 

hace proliferar al resto de las células residentes en el hígado. Se ha demostrado que el trasplante de 

hepatocitos normales es capaz de restaurar por completo todas las funciones hepáticas en dos 

modelos de ratón; uno de ellos, en el cual la uroquinasa se expresaba bajo el promotor de la albúmina 

(Rhim et al., 1995), y el otro, un modelo en ratón para la tirosinemia hereditaria, una deficiencia en 

fumarilacetoacetato hidrolasa (FAH) (Overturf et al., 1996). Se ha calculado que un hepatocito es capaz 

de sufrir hasta 34 divisiones, con lo que originaría 1,7x1010 células. Hay que destacar la capacidad que 

tienen los hepatocitos para proliferar a la vez que mantienen sus funciones. Este proceso está regulado 

por una gran cantidad de moléculas, cuyo patrón de expresión varía con la activación de la 

regeneración hepática. Algunas de las posibles candidatas para activar esta regeneración son el factor 

de crecimiento de hepatocitos (HGF), TNF-a, IL-6, factor de crecimiento endotelial (EGF) o incluso 

factores con un efecto paracrino (Michalopoulos and DeFrances, 1997; Fausto, 2001).  

 

El programa de regeneración hepática posee la capacidad de restaurar las funciones hepáticas 

en situaciones de daño, pero puede ser incapaz de actuar en casos de daño más drásticos o crónicos, 

agotándose la capacidad autorregeneradora hepática. 
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Con la descripción de la capacidad de originar células hepáticas a partir de la MO, se abre una 

nueva posibilidad para el tratamiento de enfermedades hepáticas, como es el uso de la terapia celular 

basada en los procesos de plasticidad de las células de MO. 

 



INTRODUCCIÓN 

33 

4. HEPATOCITOS DERIVADOS DE MÉDULA ÓSEA (HDMO). 
 

4.1. Identificación de HDMO. 
 

Durante los primeros años en los que se describió el proceso de plasticidad por parte de las 

células de MO (Ferrari et al., 1998; Bjornson et al., 1999; Mezey et al., 2000), se identificó la expresión 

de marcadores específicos de hematopoyesis en las células ovales. Ésto, junto a que el hígado fetal es 

el órgano donde se desarrolla la hematopoyesis embrionaria, contribuyeron a elaborar la hipótesis de 

que las CMHs podían originar células epiteliales, incluidas las células ovales consideradas como las 

células progenitoras, tanto de los hepatocitos como de las células biliares (Fujio et al., 1994; Blakolmer 

et al., 1995; Omori et al., 1997; Lemmer et al., 1998; Petersen et al., 1998). 

 

Ésto se confirmó en 1999 por Petersen y colaboradores (Petersen et al., 1999), en un sistema 

donde se originaron células hepáticas a partir de células de MO procedentes de ratas macho,  

trasplantadas en ratas hembra. Se desarrolló un protocolo de tratamiento con 2-acetilaminofluoreno   

(2-AAF) para bloquear la proliferación de los hepatocitos, seguido de un daño hepático inducido o bien 

con CCl4 o mediante hepatectomia parcial, con el objetivo de inducir la proliferación de las células 

ovales, y comprobar si la MO participaba en la producción de hepatocitos, células biliares o células 

ovales durante la regeneración hepática. Los autores identificaron la aparición de células ovales y de 

hepatocitos que presentaban el cromosoma Y (Cr-Y), poniendo de manifiesto que las células madre de 

la MO poseían también la capacidad de originar linaje epitelial. 

 

Otros trabajos (tabla 2 y revisado en referencia Thorgeirsson and Grisham, 2006) también 

confirmaron la participación de células de MO en el origen de células hepáticas, en modelos 

desarrollados en ratón (Theise et al., 2000a). Esto también se observó en pacientes humanos (Alison et 

al., 2000; Theise et al., 2000b), los cuales habían sido trasplantados con MO o con hígado procedente 

de donantes del sexo contrario al suyo, con lo que la contribución de la MO al hígado se podía observar 

mediante hibridación in situ fluorescente (FISH) para los cromosomas sexuales. Hay que destacar que 

algunos autores han descrito que hasta más del 30% de los hepatocitos procedían de la MO (Theise et 

al., 2000b). 

 

Ante la confirmación del proceso de conversión de células de MO en hepatocitos, se plantearon 

una serie de interrogantes sobre estos hepatocitos derivados de MO (HDMO), como pueden ser: su 

funcionalidad, el tipo celular residente en MO capaz de este proceso y el mecanismo por el cual se 

originaban los HDMO. 

 

En primer lugar, quedó demostrada la funcionalidad de estos HDMO mediante los distintos 

trabajos desarrollados en los modelos de ratones deficientes en FAH (Lagasse et al., 2000; 

Vassilopoulos et al., 2003; Willenbring et al., 2004). Después de realizar un trasplante de células de MO 

normales, éstas eran capaces de revertir el fenotipo de este modelo de tirosinemia hereditaria, incluso 

repoblando gran parte del hígado.  Se demostraba que los HDMO, aparte de ser funcionales, eran 

capaces de proliferar. Otros trabajos en modelos xenogénicos desarrollados en ratones 

inmunodeficientes, demostraron que las células hematopoyéticas humanas (Danet et al., 2002; 

Ishikawa et al., 2003; Kollet et al., 2003 Kashofer et al., 2005) también eran capaces de originar HDMO. 
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Células donadoras Receptor Modelo de selección 
Porcentaje de 

conversión 
Ref. 

MO de rata Rata Irrad. + 2-AAF 0,14% (Petersen et al., 1999) 

MO ratón Ratón Irrad. >2,2% (Theise et al., 2000a) 

MO humana Humano Irrad. o quimioterapia 4-43% (Theise et al., 2000b) 

MO humana Humano Irrad. 0,5-2% (Alison et al., 2000) 

Células LSKT de ratón Ratón Fah-/- 
Irrad. + Selección de 

células Fah+/+ 
30-50% (Lagasse et al., 2000) 

Células PKH26+ 

Fr25Lin-  de ratón 
Ratón Irrad. 0,52±0,95% (Krause et al., 2001) 

MO humana Humana Irrad. 0-7% (Korbling et al., 2002) 

Células Lin- de ratón 

transgénico Bcl-2 
Ratón 

Irrad. + Resistencia 

apoptosis 
0,05-0,8% (Mallet et al., 2002) 

MO o células LSK de 

ratón 
Ratón Fah-/- 

Irrad. + Selección de 

células Fah+/+ 
>30% (Wang et al., 2002) 

Células LSKT de ratón Ratón Irrad. 0,0015% (Wagers et al., 2002) 

MO de ratón Ratón Irrad. + hepatectomia 0% (Fujii et al., 2002) 

MAPC de ratón in vitro   (Jiang et al., 2002b) 

Células Lin-

/CD45+/CD38-/CD34+ o 

C1qRp+ humanas 

Ratón 

inmunod. 
SCF + IL-3 + G-CSF <0,1% (Danet et al., 2002) 

MO de ratón Ratón 

Irrad. + CCl4 o Irrad. + 

dieta baja en colina + 

etionina 

0,0012% 
(Kanazawa and 

Verma, 2003) 

MO o Side Population 

de ratón 
Ratón Irrad. 4% (Abe et al., 2003) 

MO de ratón Ratón Fah-/- 

Irrad. + DDC + 

Selección de células 

Fah+/+ 

>90% (Wang et al., 2003a) 

MO de ratón Ratón Fah-/- 
Irrad. + Selección de 

células Fah+/+ 
20-30% (Wang et al., 2003c) 

Células Lin- de ratón Ratón Fah-/- 
Irrad. + Selección de 

células Fah+/+ 
20-30% 

(Vassilopoulos et al., 

2003) 

MO de ratón Ratón Irrad. 0,0045% 
(Alvarez -Dolado et al., 

2003) 

MO de ratón Ratón CCl4 25% (Terai et al., 2003) 

Células CD34+ o 

CD34+/CD38-/CD7- 

humanas 

Ratón 

inmunod. 
Irrad. + CCl4 + HGF 1-10% (Wang et al., 2003b) 

Células mononucleadas 

humanas 

Ratón 

inmunod. 
Irrad. 0,011% 

(Newsome et al., 

2003) 

Sca-1+ Side Population 

de ratón 
Ratón Irrad. + DDC 0,0003-0,0007% 

(Camargo et al., 

2004) 

Células PKH26+ Fr25lin-  

de ratón 
Ratón Irrad.  + CCl4 0,9% (Jang et al., 2004) 

Células CXCR-4+ de MO 

de ratón 
Ratón Irrad.  + CCl4  

(Ratajczak et al., 

2004) 

MO de ratón Ratón Fah-/- 
Irrad. + Selección de 

células Fah+/+ 
>80% 

(Willenbring et al., 

2004) 

MO de ratón Ratón Irrad. + CCl4 baja (Abedi et al., 2004a) 

MO de ratón Ratón Irrad. + CCl4 0,0013% 
(Stadtfeld and Graf, 

2005) 

MO o Lin-/Sca-1+ o Side 

Population de ratón 
Ratón Irrad. + CCl4 0% (Cantz et al., 2004) 

MO de ratón Ratón Irrad. + CCl4 + G-CSF 4% (Yannaki et al., 2005) 
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Ya en 1999 se identificaron procesos de plasticidad hacia HDMO con el trasplante de una 

población de CMHs, demostrando que este proceso de plasticidad era debido a una población 

hematopoyética (Lanzkron et al., 1999; Lagasse et al., 2000; Camargo et al., 2004). Lagasse y 

colaboradores, consiguieron HDMO con un inóculo de 50 células purificadas según su fenotipo          

Lin-/Sca-1+/c-Kit+/Thy-1low (LSKT), que corresponde con una población de CMHs. En 2001, con el 

trasplante de una única CMH, Krause y colaboradores comprobaron que, no sólo reconstituían la 

hematopoyesis de ratones previamente irradiados, sino que contribuían a procesos de plasticidad en 

distintos órganos, incluso del hígado (Krause et al., 2001). 

 

4.2. Mecanismos de conversión de células de MO a HDMO. 
 

Son varios los mecanismos que se han propuesto para explicar la conversión de células de MO a 

HDMO (figura 5): 

 

i. Existencia de células madre pluripotentes:  Se basa en la posibilidad de que dentro de la MO 

residan células madre pluripotentes con capacidad de originar células de diferentes tejidos. Éste 

podría ser el caso de las células descritas por el grupo de la Dra. C. Verfaillie (Jiang et al., 2002b; 

Verfaillie, 2005), las MAPC (del inglés Multipotent Adult Progenitor Cells), que expresan diferentes 

marcadores de células madre embrionarias, y son capaces de contribuir a multitud de tejidos cuando 

son inyectadas en un blastocisto. 

 

ii. Distintas poblaciones de células madre específicas de tejidos: Trabajos realizados por Ratajczak 

y colaboradores (Ratajczak et al., 2004; Kucia et al., 2005a; Kucia et al., 2005b) sugieren una 

reinterpretación de los procesos de plasticidad, basándose en que se pueden aislar células madre de 

distintos tejidos de MO gracias a la expresión en su superficie de CXCR-4, que facilita su migración 

en función a gradientes de SDF-1 (del inglés Stromal Derived Factor 1). La secreción de este factor 

está incrementada en los tejidos dañados y provoca el reclutamiento de estas células madre 

residentes en MO. 

 

iii. Rediferenciación celular: El proceso de plasticidad transcurriria en varias etapas: en la primera, una 

célula madura migraría hacia un determinado tejido, donde sufriría un proceso de desdiferenciación a 

células madre de ese tejido, y finalmente, a partir de esa nueva célula madre específica, se 

originarían las células maduras de ese tejido. Como evidencia de esta teoria, en un modelo de ratón 

mediante radiación, se eliminaron las células satélite, células madre musculares, repoblándose con 

células derivadas de MO, adquiriendo un fenotipo indistinguible de las células satélite endógenas. 

Después de esta etapa, y mediante la activación de las células satélite como respuesta a ejercicio, 

éstas se fusionaron para producir fibras musculares, en las cuales también se localizaban las células 

derivadas de la MO trasplantadas (LaBarge and Blau, 2002; Dreyfus et al., 2004; Yoshimoto et al., 

2005).  

Tabla 2. Resumen de la plasticidad de células de MO a hepatocitos. Sólo se han recogido las publicaciones más 

representativas  (Thorgeirsson and Grisham, 2006). MO indica médula ósea; irrad., irradiación; 2-AAF,                      

2-acetilaminofluoreno; LSKT, células de MO Lin-/Sca-1+/c-Kit+/Thy-1low; Fah, fumarilacetoacetato hidrolasa; LSK,    

Lin-/Sca-1+/c-Kit+; SCF, del inglés Stem Cell Factor; IL-3, Interleuquina 3; G-CSF, del inglés Granulocyte-Colony 

Stimulating Factor; CCl4, tetracloruro de carbono; DDC, 3,5-dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina; HGF, del inglés 

Hepatocyte Growth Factor; 
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iv.  Transdiferenciación celular: Una 

población altamente enriquecida de 

CMHs puede inducirse a un 

fenotipo hepático por los factores 

liberados desde un hígado dañado. 

El grupo del Dr. S. J. Sharkis 

cocultivó in vitro una población de 

CMHs junto con hígado dañado, 

separados ambos por una 

membrana que impide su contacto y 

que tan sólo permite el paso de 

moléculas. Se observó que al cabo 

de unos días las células de MO 

expresaban marcadores 

típicamente hepáticos. Ésto mismo 

sucede cuando se trasplanta esta 

población de CMHs en ratones 

irradiados. Cuando se analizó el 

contenido cromosómico de los 

HDMO resultantes, se constató que 

era idéntico al de la población 

inicial. Esto indicaba que las células 

hematopoyéticas en un entorno de 

daño hepático sufren un proceso de 

transdiferenciación, en el que su 

programa de expresión 

hematopoyético se transforma en 

un programa hepático (Jang and 

Sharkis, 2004; Jang et al., 2004).  

 

v.  Fusión celular: El proceso de plasticidad, se origina mediante la fusión entre dos células adultas, en 

las que una de ellas adquiere el fenotipo de la otra. Las primeras evidencias de la importancia de la 

fusión celular en los procesos de plasticidad celular se basaron en los trabajos de Terada (Terada et 

al., 2002) y de Ying (Ying et al., 2002), donde en cocultivos de células de MO adultas y células madre 

embrionarias, el primero, o  células madre neuronales y células madre embrionarias el segundo, se 

observó que era posible obtener células similares a las células madre embrionarias, pero portando 

marcadores específicos de los dos tipos celulares cocultivados. Es más, en el estudio de Yiang, la 

inyección de estas células fusionadas en blastocistos, fueron capaces de contribuir a la producción 

de numerosos tejidos. 

 

Otros ejemplos de fusión celular se describieron en los trabajos de Weimann (Weimann et al., 

2003) y de Alvarez-Dolado (Alvarez-Dolado et al., 2003), donde se identificaron neuronas de 

Purkinje, cardiomiocitos y hepatocitos derivados de la fusión de células de MO y células endógenas. 

En varios trabajos con el modelo de ratón FAH-/- (Lagasse et al., 2000; Vassilopoulos et al., 2003; 

Wang et al., 2003c), se constató que además de originarse HDMO mediante fusión celular, éstos 

eran capaces de contribuir a la regeneración de gran parte del hígado. Es más, se determinó que las 

células hematopoyéticas responsables de los procesos de fusión celular, son células pertenecientes 

 
Figura 5. Esquema de los posibles mecanismos de conversión de 

células de MO a HDMO. a) Existencia en la MO de células madre más 

primitivas que las células madres específicas de tejidas. b) Presencia de 

distintas células madre específicas de tejidos en la MO. c) 

Rediferenciación celular por parte de una célula específica de tejido a una 

célula mas pluripotente. d) Proceso de transdiferenciación celular de una 

CMH por el que adquiere la capacidad de originar células maduras de 

otros tejidos no hematopoyéticos . e) Fusión celular entre células maduras 

hematopoyéticas y otros tipos celulares, con adquisición de funciones de 

este último tipo celular. 
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al sistema monomielocítico, presumiblemente macrófagos (Camargo et al., 2004; Willenbring et al., 

2004; Stadtfeld and Graf, 2005). 

 

Las implicaciones de que un proceso de fusión celular sea capaz de cambiar el patrón de 

expresión de células adultas ya ha sido descrito, tanto en células madre embrionales (Cowan et al., 

2005), como en células adultas (Terranova et al., 2006). Ambos trabajos describen que en modelos  

in vitro, donde se ha inducido fusión celular con polietilenglicol, se consigue que el núcleo de una de 

las células fusionadas, reprograme su expresión hacia el programa genético de la otra célula 

implicada en el proceso, y silencie el suyo propio.  

 

4.3. HDMO como herramienta terapéutica. 
 

Dependiendo de distintos autores, la frecuencia de aparición de HDMO varía considerablemente.  

Desde 1-2% del total de los hepatocitos (Theise et al., 2000a) a valores mucho más bajos, e incluso 

despreciables (Wagers et al., 2002; Kanazawa and Verma, 2003). A pesar de su baja incidencia, su 

posible uso clínico dependerá del límite terapéutico que presente cada una de las potenciales 

enfermedades a tratar. Así, por ejemplo, se ha barajado que si tan solo el 1% de los hepatocitos 

produjese el factor VIII clonado, se conseguiría una terapia eficaz contra la hemofilia; algo similar 

ocurre con la fenilcetonuria, donde, si sólo el 2% de los hepatocitos sanos se conseguiría combatir la 

enfermedad. En cambio, para el tratamiento de desórdenes en el ciclo de la urea, al menos el 50% de 

los hepatocitos deberían estar sanos. Con todo, no hay que olvidar que con HDMO se consigue 

recuperar por completo un modelo de tirosinemia hereditaria tipo I (Grompe, 2005). Es, por tanto, 

factible pensar que en un futuro, los procesos de plasticidad celular podrían ser utilizados para 

restaurar la salud de pacientes. 
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Durante los últimos años, numerosos trabajos han descrito la contribución de células de médula 

ósea (MO) al epitelio hepático. Ésto abre el camino al uso terapéutico de células de MO para el 

tratamiento de enfermedades hepáticas, especialmente en procesos de daño crónico, donde se reduce 

la capacidad de regeneración del hígado.  

 

El papel que ejercen las células de MO en la reparación hepática es muy discutido, y  es por ello 

necesario conocer la participación de esta nueva fuente de células hepáticas en los procesos de 

reparación del tejido hepático, así como promoverla con la idea de establecer nuevas armas curativas 

para el tratamiento de enfermedades.  Independientemente del posible uso clínico, es necesario 

conocer los mecanismos implicados en la plasticidad de las células de MO debido a su relevancia 

como proceso biológico, al implicar la conversión entre distintos patrones de expresión específicos de 

tejidos. 

 

Para profundizar en el conocimiento de los procesos por los que células de MO originan 

hepatocitos y determinar su importancia fisiológica, se han planteado en esta tesis doctoral los 

siguientes objetivos: 

 

1. Desarrollar un modelo en ratón que permita estudiar los procesos de plasticidad de células de 

MO a hepatocitos y, determinar su posible contribución a los procesos de recuperación del 

daño hepático.  

 

2. Estudiar el efecto de la movilización con factores de crecimiento hematopoyéticos sobre la 

generación de hepatocitos derivadas de MO (HDMO). 

 

3. Identificar la población de la MO responsable de los procesos de plasticidad celular y, estudiar 

los mecanismos celulares y moleculares subyacentes a la generación de HDMO. 
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN. 
 

Se utilizaron ratones (Mus musculus) de distintas cepas: C57BL/6J x DBA/2 F1 (B6D2F1, 

expresando el marcador panleucocitario de ratón CD45.2), B6SJL-Ptprca/bPep3b/BoyJ x DBA/2 F1 

(P3D2F1, expresando tanto CD45.1 como CD45.2) y ratones C57BL/6J-ßactinEGFP (cedidos por 

cortesía del Dr. M. Okabe, Osaka, Japón) x DBA/2 F1 (BDGF1; expresando ubicuamente EGFP y en el 

tejido hematopoyético CD45.2).  

 

Las parejas reproductoras originales de cada cepa fueron obtenidas de los laboratorios Jackson 

(Bar Harbor, MA, EEUU). Su cría y mantenimiento se realizó en el Servicio del Animalario del CIEMAT 

(Centro de Usuarios de Animales de Experimentación Nº 28079-21A). Los ratones se mantuvieron en 

condiciones controladas de aire filtrado a través de filtros Hepa, humedad relativa (55 ± 15%) y 

temperatura (20 ± 2ºC), con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, alimentación ad libitum con pienso 

UAR A04 (UAR, Villemoisson-sur-orge, Francia) y agua de bebida irradiada con luz ultravioleta con, al 

menos, 4 p.p.m. de cloro libre residual. 

 

El estado de salud de los animales se controló rutinariamente mediante análisis en animales 

centinelas, de acuerdo con los procedimientos recomendados por FELASA (Federation of European 

Laboratory Animal Science Associations). Todos los experimentos fueron realizados a cabo de acuerdo 

a la legislación europea y española vigente sobre el uso y tratamiento de animales de experimentación 

(RD 233/1988 del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación, y Convenio Europeo 1-2-3 del 

18/3/1986) y de acuerdo a los principios éticos y de bioseguridad de nuestro centro. 

 

2. GENERACIÓN DE RATONES QUIMÉRICOS.  
 

2.1. Trasplante de MO. 
 

Hembras de entre 8 a 10 semanas de edad pertenecientes a las cepas B6D2F1 o P3D2F1 fueron 

letalmente irradiadas con una dosis de 12 Gy (divididas en dos dosis de 6 Gy, espaciadas 24 horas) en 

un equipo de rayos X MG324 (Philips, Hamburgo, Alemania), a 300 kV y 12,8 mA, con una tasa de 

dosis de 1,03 Gy/min. Los animales se trasplantaron con 1x107 células de MO sin purificar, 

procedentes de ratones macho BDGF1 extraídas mediante la perfusión con medio Iscove´s Modified 

Dulbecco´s Medium (IMDM, Cambrex, Verviers, Bélgica) de sus fémures y tibias. 

 

En determinados experimentos, se cambio el sexo de los ratones donadores y receptores, siendo 

machos los ratones receptores del trasplante de MO y hembras los ratones donadores de la MO 

EGFP+. 

 

2.2. Trasplante de CMHs con el fenotipo LSK. 
 

Se extrajeron células de MO de ratones macho BDGF1 de 6 semanas de edad. Las células 

resultantes se resuspendieron, después de ser filtradas por un filtro de nylon de 30 µm de tamaño de 

poro (MACS Pre-Separation filter, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania), en PBS (tampón 
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fosfato salino)/0,1% BSA (PBA) a una concentración de 1x107 células/80 µL de PBA, a los que se 

añadió 20 µL cada 1x107 células de anticuerpo contra c-Kit unido a partículas magnéticas (CD117 

Microbeads, MACS, Miltenyi Biotec). Se incubó durante 15 minutos a 4ºC, tras los cuales se lavaron y 

resuspendieron en PBA desgasificado, a una concentración celular de 2x108 células/mililitro de PBA. 

Se pasaron a través del filtro de nylon y se añadieron a una columna para su separación magnética  

(LS Separation Column, Miltenyi Biotec) previamente hidratada y montada sobre la unidad de 

separación magnética (VarioMACS Separator, Miltenyi Biotec). Se dejó eluir las células a través de la 

columna y se lavaron tres veces con PBA, con el fin de que sólo las células positivas para c-Kit fueran 

retenidas por el campo magnético de la unidad de separación y no eluyeran de la columna. Finalizados 

los ciclos de lavado, se separó la columna del soporte magnético para permitir que las células c-Kit+ 

eluyeran con un nuevo lavado. 

 

Una vez obtenida una población enriquecida en c-Kit, se procedió a la separación de una fracción 

aún más enriquecida en CMHs mediante cell-sorting. Se marcaron las células recuperadas de la 

columna con  anticuerpos contra Mac-1, Gr-1, B220, CD3e, Ter119 acoplados a biotina y Sca-1 

acoplado a ficoeritrina (PE) (BD Bioscience Pharmingen, San Jose, CA, EEUU), durante 30 minutos a 

4º y en oscuridad. Después de la incubación se lavaron las células, y se resuspendieron en PBA para 

marcarlas con estreptavidina acoplado a tricolor (SAV-TRC, Caltag Laboratories, Burlingame, CA, 

EEUU) durante 25 minutos a 4º y oscuridad. Una vez finalizado el marcaje, se resuspendieron en PBA 

y se procedió a la separación de la población Lin- /Sca-1+/EGFP+, mediante el equipo EPICS ALTRA 

(Beckman Coulter, Fullerton, CA, EEUU). Después de este proceso de purificación se obtuvo una 

población altamente enriquecida de células de MO con el fenotipo Lin-/Sca-1+/c-kit+/EGFP+              

(LSK EGFP+). 

 

5,6x104 células de la población hematopoyética LSK EGFP+, se trasplantaron mediante inyección 

intravenosa, en hembras B6D2F1 de entre 8 a 10 semanas de edad, que previamente habían sido 

letalmente irradiadas.  

 

2.3. Trasplante de CMHs en receptores no irradiados. 
 

Se purificó una población Lin-/Sca-1+/EGFP+ como se ha indicado previamente. Brevemente, se 

recolectaron las células de su MO, se marcaron con un anticuerpo anti-Sca-1 conjugado a bolas 

magnéticas (MACS, Miltenyi Biotec), tras lo cual se procedió a la separación magnética. Esta población 

enriquecida en células Sca-1+ se marcó con un cóctel de anticuerpos específicos para linajes 

hematopoyéticos de células comprometidas (Mac-1, Gr-1, B220, CD3e, Ter119 acoplados a biotina, BD 

Bioscience Pharmingen), que luego se identificaron con el marcaje con  SAV-TRC (Caltag 

Laboratories). Para finalizar se separó la población Lin-/Sca-1+/EGFP+ mediante el equipo EPICS 

ALTRA (Beckman Coulter). 

 

Se trasplantaron 1,7x105 células Lin-/Sca-1+/EGFP+ en ratones hembra B6D2F1, sin ningún tipo 

de acondicionamiento, a través de la vena de la cola. 
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2.4. Estudio de repoblación competitiva. 
 

Se mezclaron células de ratones B6D2F1 (CD45.2+), procedentes de punciones medulares de 

fémur, con un número igual de células procedentes de la perfusión de las tibias y fémures de ratones 

P3D2F1 (CD45.1+/CD45.2+). Estas suspensiones celulares se trasplantaron por inyección intravenosa 

en ratones BDGF1 (EGFP+/CD45.2+) irradiados letalmente tal como se ha descrito. 

 

3. ANÁLISIS DE CITOMETRÍA DE FLUJO.  
 

3.1. Análisis del compartimento de CMHs. 
 

Para determinar la presencia de CMHs, identificadas con el fenotipo LSK, 25 µL de SP obtenidas 

a partir de la vena de la cola, se recogieron sobre ácido etilendiaminotetraacético (EDTA, Sigma-

Aldrich, Steinheim, Alemania) a una concentración final de entre 10 a 20 mM. La sangre se marcó con 

anticuerpos monoclonales anti Gr-1, Mac-1, B220, CD3e y Ter119 conjugados a biotina (BD Bioscience 

Pharmingen, San Jose, CA, EEUU) durante 30 minutos a 4ºC y en oscuridad. Después los eritrocitos 

se lisaron durante 10 minutos con 24 volúmenes de solución de lisis (0,155 mM NH4Cl/0,01 mM 

KHCO3/10-4 mM EDTA). Tras centrifugar y resuspender las células restantes, éstas se lavaron con PBA 

y se marcaron con anticuerpos contra c-kit conjugado a PE, Sca-1 conjugado a fluoresceína (FITC) (BD 

Bioscience Pharmingen) y SAV-TRC (Caltag Laboratories), durante 25 minutos en oscuridad y a 4ºC. 

Para finalizar, se lavaron las células marcadas, que se resuspendieron en 2 µg/mL de yoduro de 

propidio (IP)/PBA para determinar viabilidad celular.  El análisis se realizó en un citómetro de flujo 

EPICS XL (Coulter Electronics, Hialeah, FL, EEUU), y los datos resultantes se analizaron utilizando el 

software EXPO32 ADC Analysis (Applied Cytometry Systems, Dinnington, Sheffield, Reino Unido). 

 

3.2. Análisis del injerto hematopoyético. 
 

La reconstitución hematopoyética de los ratones a partir de las células exógenas se evaluó 

mediante análisis de citometría de flujo de muestras de SP al mes, tres meses o incluso seis (para el 

estudio de repoblación competitiva) después de haberse realizado el trasplante de MO. Para ello, se 

recogió la SP sobre EDTA 0,5 M. Y se marcó con anticuerpos monoclonales contra CD45.2 conjugado 

a biotina (BD Bioscience Pharmingen), y posteriormente a la lisis de las células, con anti-CD45.1 

conjugado a PE (BD Bioscience Pharmingen) y con SAV-TRC (Caltag Laboratories). La vialidad fue 

determinada con solución  IP/PBA. La cuantificación del injerto hematopoyético exógeno se determinó 

por el porcentaje de células CD45.1-/CD45.2+.  

 

Para analizar el injerto hematopoyético exógeno en cada linaje hematopoyético, se realizó un 

marcaje celular similar a lo descrito anteriormente. Se incubaron distintas porciones de las muestras de 

SP por separado con cada uno de los anticuerpos monoclonales: anti-Gr-1, anti-Mac-1, anti-B220 o 

anti-CD3e, todos ellos conjugados a biotina (BD Bioscience Pharmingen); después se lisaron los 

eritrocitos y se identificaron las células unidas a cada anticuerpo específico de linaje con un anticuerpo 

secundario, SAV-TRC (Caltag Laboratories); finalmente se añadió  IP/PBA para excluir las células 

muertas.  
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4. ANÁLISIS DE LA CELULARIDAD EN SP. 
 

Se extrajo SP mediante un corte en la cola, que fue recogida sobre heparina sódica 1000 U.I./mL 

o EDTA 0,5M. En un analizador hematológico Abacus Junior Vet (Diatron, Budapest, Hungría) se 

realizó el contaje del número de leucocitos totales por mililitro de SP, y el porcentaje correspondiente a 

distintas poblaciones hematopoyéticas, como son, granulocitos, monocitos, células linfoides, plaquetas 

y hematíes.  

 

5. MODELO DE DAÑO POR CCl4. 
 

Durante uno o tres meses, grupos de animales fueron tratados semanalmente con inyecciones 

intraperitoneales de CCl4 (Fluka, Buchs, Suiza), siendo la relación de compuesto hepatotóxico 

suministrado de 10 mL de una solución del 10% de CCl4 en aceite de oliva por kilogramo de peso 

corporal (1x10-2 mol/Kg), o de 10 mL de una solución del 20% de CCl4 por kilogramo de peso corporal 

(2x10-2 mol/Kg); simultáneamente al grupo control se le inyectó PBS (Sigma-Aldrich) en la misma 

relación volumen/peso corporal. 

 

6. MOVILIZACIÓN HEMATOPOYÉTICA.  
 

6.1. Movilización con factores de crecimiento. 
 

La movilización de células hematopoyéticas y progenitores se llevó a cabo mediante la 

administración de G-CSF o G-CSF/TPO (trombopoyétina). Un día antes de la cuarta y última inyección 

intraperitoneal comenzó el protocolo de movilización, consistente en la administración subcutánea a 

cada ratón durante una, dos o tres semanas de 200 µL de PBS/0,1% BSA (PBA), o 50 µg de G-CSF 

(Neulasta, Amgen, Breda, Holanda) en 200 µL de PBA, o 50 µg de G-CSF combinado con 0,3 µg de 

TPO (Amgen) en 200 µL de PBA. 

 

6.2. Coadministración de CCl4 y de G-CSF. 
 

Se comenzó con un tratamiento de una inyección semanal de 10 mL de una solución del 10% de 

CCl4 en aceite de oliva por kilogramo de peso corporal (1x10-2 mol/Kg) durante cuatro semanas. En el 

momento de la segunda inyección con CCl4, a los animales se les movilizó con 50?µg de G-CSF 

(Amgen) en 200 µL de PBA por ratón, simultaneándoles el resto de las inyecciones del compuesto 

hepatotóxico con dosis de movilización con G-CSF, recibiendo tres dosis de G-CSF junto con las tres 

últimas inyecciones de CCl4 (ver figura 24a). 

 

7. INHIBICIÓN DE LOS PROCESOS DE FAGOCITOSIS. 
 

A los animales que habían sido simultáneamente dañados con CCl4 y movilizados con G-CSF, se 

les inyectó intraperitonealmente 75 µmol de NH4Cl (Merck) diluidos en PBS hasta un volumen de 300 
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µL por animal (Kitano et al., 2004). Los animales fueron analizados 2 días después del tratamiento con 

el NH4Cl. 

 

8. ANÁLISIS DE PARÁMETROS HEPÁTICOS EN PLASMA. 
 

Se extrajo SP mediante un corte en la cola, que fue recogida sobre 15 µl de heparina sódica 

1000 U.I./mL. Se separó la porción plasmática de las células sanguíneas mediante centrifugación a 

10000 r.p.m. durante 5 minutos en una microcentrífuga Centrifuge 5415 D (Eppendorf, Hamburgo, 

Alemania), y se analizó la presencia de transaminasa glutámico pirúvica (GPT), transaminasa 

glutámico oxalacético (GOT) y bilirrubina en el plasma, utilizando un equipo Konelab 20 (Termo Clinical 

Labsystems, Helsinki, Finlandia). 

 

9. SACRIFICIO DE LOS ANIMALES. 
 

El sacrificio se realizó mediante perfusión intracardíaca, una vez que fueron anestesiados con 20 

µL por gramo de peso corporal de una disolución 2,5% de avertina (2,2,2-tribromoetanol/2-metil-2-

butanol, Sigma-Aldrich). Se inmovilizaron los animales y se procedió a exponer su corazón. Una vez el 

ápice cardiaco fue accesible, se inyectó en el ventrículo izquierdo la aguja de una palomilla quirúrgica 

(Butterfly®23, Venisystems, Abbot Laboratories, Sligo, Irlanda), conectada a una jeringuilla con 25mM 

de EDTA en PBS, mantenido frío (4ºC). Con unas tijeras se realizó un pequeño corte en la aurícula 

derecha, como vía de salida. Se inyectó la solución lentamente (aproximadamente 10 mL/90 

segundos), para un lavado completo del sistema circulatorio del ratón. Una vez que se hubo limpiado el 

animal con 15-20 mL de PBS/EDTA, y se introdujo de una forma similar 4% P/v p-formaldehído 

(paraformaldehído o PFA, Merck, Darmstadt, Alemania) en PBS, perfundiéndose con 25 mL de PFA 

frío. 

 

Una vez realizada la perfusión, se extrajo el hígado del ratón, reservándose una parte de cada 

lóbulo hepático para conservarlo según distintos protocolos para la preservación de tejidos. 

 

La mitad de las porciones del hígado se destinaron para su conservación a –70ºC, para lo cual se 

introdujeron durante 2-4 horas en 4% PFA/PBS a 4ºC, pasándose luego a una disolución del 30% de 

sacarosa (P/v) en PBS durante toda una noche a 4ºC. Al día siguiente el tejido se introdujo en Optimal 

Cutting Temperature solution (OCT, Sakura Finetek, Zoeterwoude, Holanda), y fue congelado 

inmediatamente en N2 líquido y almacenado a -70ºC hasta su criooseccionado. 

 

El resto de porciones, se introdujeron en 3,7-4% formaldehído (Panreac Química, Barcelona, 

España) entre 2 y 4 días, tras los cuales se embebieron en parafina plastificada (Histocomp, Vogel, 

Giessen, Alemania). 
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10. ANÁLISIS HISTOLÓGICO E INMUNOHISTOLÓGICO. 
 

10.1. Estudio histológico del hígado.  
 

El estudio histológico del hígado se basó en el análisis de su estructura en secciones hepáticas 

embebidas en parafina de 5 µm, las cuales se tiñeron con hematoxilina y eosina. Para ello se 

desparafinaron introduciéndose durante 30 minutos en una estufa a 54ºC para que se derritiese la 

parafina, que fue totalmente disuelta mediante inmersiones en Histo-Clear (National Diagnostics, 

Hessle Hull, Reino Unido). Después se hidrataron en una serie decreciente en la concentración de 

etanol (Scharlau Chemie, Barcelona, España) desde 100%, 95%, 70%, 50% (v/v) y finalmente en agua. 

Una vez desparafinadas se tiñeron con una solución de hematoxilina (Gill-2 Haematoxylin, Thermo, 

Pittsburg, EEUU)  para teñir los núcleos celulares. Se lavaron con agua y se sumergieron en 4% (v/v) 

de ácido acético (Scharlau Chemie), el cual se diluyó con otra inmersión en agua antes de introducirlos 

en Bluing Reagent (Thermo).  Para  teñir el citoplasma celular, se sumergieron en etanol 95%, 

pasándose luego a eosina (Eosin y Alcoholic, Thermo). Finalmente se deshidrataron en etanol 95%, 

100% e Histo-Clear, antes de realizar el montaje con cubreobjetos en Xylene Substitute Mountant  

(Thermo). 

 

10.2. Marcajes múltiples de antígenos mediante inmunofluorescencia.   
 

Tanto en secciones de 12-15 µm realizadas en criotomo Jung CM 3000 (Leica, Wetzlar, 

Alemania) a partir de tejido conservado en OCT a –70ºC, como en secciones hepáticas de 5 µm 

embebidas en parafina, se desarrolló inmunofluorescencia para la identificación de la expresión del 

marcador hematopoyético CD45 y la  presencia de EGFP. Para ello, las secciones a partir de tejido 

congelado se dejaron durante 15 minutos a temperatura ambiente, tras los cuales se post-fijaron 

introduciéndolas durante 15 minutos en acetona (Scharlau) a –20ºC, se lavaron con PBS y se 

bloquearon con 5% FCS (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, EEUU) en PBS. Una vez bloqueadas las 

uniones no específicas, se incubó durante 1 hora a 37ºC o 12 horas a 4ºC, con 1,25 µg/mL del 

anticuerpo monoclonal de rata acoplado a biotina especifico contra CD45 de ratón (clon 30-F11, BD 

Bioscience Pharmingen) y con 20 µg/mL el anticuerpo monoclonal de conejo contra GFP (Molecular 

Probes, Eugen, OR, EEUU). A continuación, se lavaron las preparaciones en tampón salino Tris con 

Tween 20 (TBST, DakoCytomation), y se revelaron los marcadores específicos, mediante el marcaje 

con 5 µg/mL de avidina acoplado al fluorocromo Texas Red (Vector Laboratories, Burlingame, CA, 

EEUU) y con 1,5 µg/mL de anticuerpo de cabra contra inmunoglobulinas de conejo acoplado a FITC 

(Jackson Immunoresearch Labotatories, Cambridgeshire, Reino Unido). Para finalizar, después de 

lavar con TBST las secciones, los núcleos celulares se tiñeron con 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 

Boehringer, Ingelheim, Alemania) disuelto en una solución de alcohol polivinílico (Mowiol, Sigma-

Aldrich) que constituía el medio de montaje.  

 

En el caso de realizar este marcaje en secciones de tejido embebidos en parafina, una vez que 

fueron desparafinadas se digirieron con proteinasa K  (DakoCytomation, Carpintería, CA, EEUU) a 

37ºC durante 20 minutos. Para finalizar la digestión enzimática, se lavó en PBS y se bloquearon las 

uniones inespecíficas con Protein block serum-free (DakoCytomation) durante 30 minutos a 

temperatura ambiente, tras lo cual se incubaron con los anticuerpos primarios (anti-CD45 y anti-GFP) 

en las mismas condiciones descritas para los criocortes; los anticuerpos secundarios empleados ahora 
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fueron 4 µg/mL estreptavidina acoplado a Alexa Fluor® 594 (Molecular Probes) y 2 µg/mL de anticuerpo 

de burro contra inmunoglobulinas de conejo conjugado a Alexa Fluor® 488 (Molecular Probes). Una 

vez concluido el marcaje, se tiñeron los núcleos y se montaron las preparaciones con la solución 

Mowiol/DAPI. 

 

También se desarrollaron otros marcajes en secciones hepáticas de tejidos embebidos en 

parafina. Para la identificación de la presencia de macrófagos y  de la expresión de EGFP, una vez 

digerido el tejido con proteinasa K y bloqueadas las uniones inespecíficas, las preparaciones se 

incubaron con 10 µg/mL anticuerpo monoclonal de rata contra F4/80 (Abcam, Cambridge, Reino Unido) 

y 20 µg/mL del anticuerpo contra GFP. Se reveló, empleando como anticuerpos secundarios anti-rata 

conjugado a Texas Red de burro (Jackson Immunoresearch Laboratories) a una concentración de 3 

µg/mL y 2 µg/mL de anticuerpo de burro anti-conejo conjugado a Alexa Fluor® 488 (Molecular Probes). 

Para la identificación conjunta de marcadores específicos de hepatocitos se emplearon 0,4 mg/mL anti-

albúmina humana (DakoCytomation), que presenta una reacción cruzada con la albúmina de ratón, o 

0,43 mg/mL del anticuerpo contra varias citoqueratinas bovinas (DakoCytomation), o 80 µg/mL anti-

antígeno carcinoembriónico (CEA, DakoCytomation), todos ellos policlonales de conejo, combinados 

con 20 µg/mL el anticuerpo monoclonal de ratón contra GFP (Molecular Probes). Para su visualización 

se empleó 8 µg/mL del policlonal de cerdo anti-conejo conjugado a isocianato de tetrametilrodamina 

(TRITC) (DakoCytomation) y anti-ratón conjugado a FITC (Vector Laboratories). 

 

Para el estudio de reprogramación nuclear que tiene lugar en los HDMO, se desarrolló el marcaje 

de inmunofluorescencia de la presencia de factores de transcripción, tanto hematopoyéticos como 

hepáticos, en los hepatocitos que expresaban EGFP. Una vez que se desparafinaron secciones 

hepáticas de 5 µm, se expusieron los antígenos mediante el calentamiento (95-100ºC) de las secciones 

durante 20 minutos en tampón citrato (10 mM citrato trisódico / 4,4 mM HCl pH 6), dejándolas enfriar 

durante otros 20 minutos, después de los cuales se lavaron con repetidos baños en agua y finalmente 

PBS. Antes de incubar con los anticuerpos para los antígenos nucleares, se bloquearon durante 30 

minutos a temperatura ambiente con Protein block serum-free y se incubaron durante toda una noche a 

4ºC con 8 µg/ml del anticuerpo policlonal de conejo contra el factor de transcripción hematopoyético 

murino PU.1 (clon T-21, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EEUU) o con 8 µg/ml del 

anticuerpo policlonal de conejo contra el factor de transcripción hepático HNF-1 (clon H-205, Santa 

Cruz Biotechnology); tanto el marcaje hematopoyético como el hepático se lavaron con TBST. Para 

amplificar la señal de los anticuerpos primarios y bloquear la mayor parte de las inmunoglobulinas de 

conejo, se incubaron durante una hora a temperatura ambiente con 7,5 µg/ml del anticuerpo conjugado 

a Texas Red (Jackson Immunoresearch Laboratories) y con 5 µg/ml del anticuerpo biotinilado (Jackson 

Immunoresearch Laboratories), ambos realizados en burro y con un reconocimiento específico para las 

inmunoglobulinas de conejo. Tras un nuevo lavado con TBST, se amplificó la señal fluorescente con un 

nuevo marcaje de 4 µg/mL estreptavidina acoplado a Alexa Fluor® 594 (Molecular Probes). Para 

concluir se lavó y se volvió a bloquear antes de identificar la expresión de EGFP con 20 µg/mL de anti-

GFP de conejo (Molecular Probes), que se reveló empleando 2 µg/mL de anti-conejo Alexa Fluor® 488 

(Molecular Probes). Los núcleos se marcaron con DAPI disuelto en la solución de montaje. 

 

10.3. Detección de glucógeno intracelular. 
 

Para identificar la presencia de glucógeno hepatocelular, se realizó la tinción de ácido periódico-

Schiff (PAS, Merck) sobre secciones en las que se habían identificado CD45/EGFP. Una vez que se 

retiró el cubreobjeto de las preparaciones, manteniéndolas sumergidas durante una noche en agua 
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destilada para disolver la solución de Mowiol, se incubaron durante 5 minutos con 0,5% de ácido 

periódico, y después de lavar con agua se reveló incubando con reactivo de Schiff durante 15 minutos. 

Finalizados los mismos se pasó a contrateñir los núcleos con hematoxilina, según lo descrito 

anteriormente. 

 

10.4. Identificación de la reacción oval. 
 

Para identificar la reacción oval, se realizó la tinción para citoqueratinas de tipo biliar, utilizando el 

anticuerpo de amplio espectro de conejo anti-citoqueratinas bovinas (DakoCytomation), en tejidos 

embebidos en parafina, que se colorearon con diaminobencidina (DAB) y hematoxilina de Mayer. Para 

contabilizar el número de células ovales por tracto portal, se analizó su número alrededor de 25 tractos 

portales. La identificación de la reacción oval se desarrolló en el laboratorio del Dr. N. D. Theise, de 

acuerdo al protocolo establecido en su laboratorio(Kofman et al., 2005). 

 

10.5. Identificación del cromosoma Y. 
 

10.5.1.  Hibridación in situ fluorescente del cromosoma Y (Y-FISH). 

 

Para la identificación del Cr-Y mediante Y-FISH, se desparafinaron secciones de 5 µm de tejidos 

conservados en parafina, se digirieron con proteinasa K (DakoCytomation) durante 20 minutos a 42ºC y 

se lavaron en una disolución 15 mM de cloruro sódico (NaCl, Merck)/1,5 mM citrato trisódico (Merck) 

(2xSSC). Para desnaturalizar la cromatina, las preparaciones se sumergieron durante 20 minutos en 

0,2 M ácido clorhídrico (HCl, Merck), lavándose otra vez con 2xSSC antes de ser tratadas con 1 M 

tiocianato sódico (NaSCN, Sigma-Aldrich) a 67ºC durante 20 minutos, dejando que se enfriase durante 

15 minutos en esta misma solución. Las secciones fueron de nuevo lavadas en 2xSSC antes de ser 

deshidratadas mediante inmersiones de tres minutos a –20ºC  en diluciones seriadas de 70%, 95% y 

100% de etanol (Scharlau Chemie). Se dejó que se evaporase todo el etanol antes de aplicar a las 

muestras la sonda del Cr-Y biotinilada en solución de hibridación (Cambio, Cambridge, Reino Unido) y 

se cubrieron con un portaobjetos que se selló con pegamento. La hibridación consistió en calentar 

hasta 90ºC durante 6 minut os, manteniendo luego las preparaciones durante una noche a 37ºC. Al día 

siguiente, una vez retirados los cubreobjetos, las muestras ya hibridadas se incubaron en 50% 

formamida (Sigma-Aldrich) en 2xSSC durante 5 minutos a 42ºC. Se lavaron en 1,5mM NaCl / 0,15 mM 

citrato sódico (0,2xSSC) a 42ºC, y se bloqueó durante 30 minutos a 37ºC con FISH block solution 

(Cambio), después de lo cual se incubó otra media hora a 37ºC con avidina conjugada a Texas Red 

(Cambio). Para eliminar uniones inespecíficas, se lavó con una solución a 42ºC de 30 mM NaCl / 3 mM 

citrato sódico / 0,1% Tween 20 (4xSSC), incubándose entonces 30 minutos con un anticuerpo anti-

avidina conjugado a biotina (Cambio), que después de un nuevo lavado con 4xSSC, para amplificar la 

señal de la sonda para el Cr-Y, se volvió a incubar con avidina-Texas Red. 

 

Para identificar simultáneamente la presencia del Cr-Y en células que expresasen EGFP, se 

desarrolló un marcaje de inmunofluorescencia después del marcaje con avidina-Texas Red. 

Brevemente, se bloqueó con Protein block serum-free, se incubó con anti-GFP de conejo, se reveló con 

anti-conejo Alexa Fluor® 488, y finalmente se montaron las preparaciones con Mowiol/DAPI. 
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Para detectar conjuntamente el Cr-Y, la expresión de EGFP y de citoqueratinas, una vez 

localizadas las células de interés, se despegaron los cubreobjetos, como se ha indicado anteriormente, 

se bloqueó de nuevo con Protein block serum-free, se incubaron 0,43 mg/mL del anticuerpo anti-

citoqueratinas (DakoCytomation) durante una hora a temperatura ambiente, después de los cuales se 

lavaron y se identificó con anticuerpo biotinilado de cabra anti-conejo (DakoCytomation), 

amplificándose esta detección mediante el ABC kit (Vector) y revelándose el marcaje mediante la 

reacción enzimática con diaminobenzidina (DAB, Vector). Una vez montadas, se visualizaron las 

células de interés para identificar su expresión de citoqueratinas. 

 

10.5.2.  Hibridación in situ cromogénica del cromosoma Y (Y-CISH). 

 

Como alternativa para identificar el origen de los núcleos presentes en los HDMO, se desarrolló 

la identificación del Cr-Y mediante técnicas de hibridación in situ cromogénica del Cr-Y (Y-CISH). Una 

vez identificados y localizados los HDMO, se despegaron los cubreobjetos de las preparaciones con el 

marcaje de fluorescencia para los factores de transcripción específicos de tejido, manteniéndolos 

inmersos en agua durante al menos una noche. Estas preparaciones se digirieron durante 20 minutos 

con 50% proteinasa K (DakoCytomation) en PBS a temperatura ambiente. Después de lo cual se 

continuó la hibridación de la sonda para el Cr-Y biotinilada como se ha descrito en el apartado anterior. 

Para amplificar la señal se utilizó el kit ABC (Vector), después de ser bloqueados con FISH block 

solution (Cambio); se lavó con 4xSSC y se reveló mediante el método enzimático basado en la 

reacción de la peroxidasa con DAB de Vector; finalmente se tiñeron los núcleos y se montaron las 

preparaciones con la solución Mowiol/DAPI. Se volvieron a localizar los HDMO, e identificar la posible 

presencia del Cr-Y. 

 

11. ANÁLISIS DE IMAGEN. 
 

Una vez que las secciones hepáticas fueron teñidas para su identificación, se visualizaron en un 

microscopio fluorescente Axioplan 2 imaging (Zeiss, Jena, Alemania). Las imágenes de diferentes 

zonas de interés de las secciones fueron tomadas con una cámara Axiocam MRm (Zeiss) y 

pseudocoloreadas con Corel Photo-paint 11 (Corel Corporation, Ottawa, Canadá). 

 

Las imágenes confocales fueron tomadas mediante el sistema confocal Bio-Rad Radiance 2100 

(Zeiss), y analizadas con el software Confocal Assistant 4.02 (Zeiss). Los análisis de colocalización en 

tres dimensiones, se realizaron mediante la captación de imágenes en el eje Z de un grosor de 0,25 

µm, separadas 1 µm.  

 

11.1. Cuantificación de HDMO. 
 

La cuantificación de HDMO se llevó a cabo contabilizando todas las células que cumplían los 

requisitos para ser consideradas HDMO en cada sección analizada. Se analizaron al menos 4 

secciones diferentes de distintos lóbulos de cada animal. Para calcular el número aproximado de 

hepatocitos y de células hematopoyéticas, se adquirieron entre 5 y 8 imágenes de 100x, donde se 

contaron, utilizando el software Image Tool 3.00 (University of Texas, San Antonio, Tx, EEUU), tanto 

hepatocitos como células hematopoyéticas, calculándose un valor medio de los dos distintos tipos de 

células por cada imagen 100x tomada de un mismo animal. También se calculó el número aproximado 
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de posibles imágenes 100x que se podrían tomar de cada corte analizado, teniendo en cuenta el 

número de células presentes en cada imagen 100x de cada animal y el número aproximado de 

imágenes 100x revisadas. Se calculó tanto el total de hepatocitos como de células hematopoyéticas 

observadas en las secciones hepáticas analizadas de cada animal. La relación de HDMO se calculó 

empleando la siguiente fórmula: número total de HDMO por animal / número aproximado de 

hepatocitos observados del ratón. 

 

11.2. Cuantificación de intensidad de fluorescencia. 
 

Para cuantificar la densidad de fluorescencia debida a la tinción con DAPI de los núcleos, se 

utilizó el software Image Tool 3.00 (University of Texas), con el que se calcularon los valores de 

densidad de fluorescencia (DF) en el canal azul. Se determinó la DF debida al DAPI en tres núcleos 

diferentes de células hematopoyéticas y en tres núcleos de hepatocitos. Se definió la relación de 

fluorescencia del DAPI (RF) para cada núcleo,  como la relación entre la DF del DAPI de un núcleo 

dado respecto a la media aritmética de los valores de DF de los núcleos de los hepatocitos utilizados 

como controles en cada imagen (figura 25b). 

 

La cuantificación de la fluorescencia debida a la presencia de PU.1, se realizó de manera similar. 

Se determinó el valor de DF para PU.1 (canal rojo). En la misma imagen, se evaluaron los valores de 

DF de tres núcleos de células hematopoyéticas diferentes y de tres núcleos de hepatocitos, con lo que 

se evitaban las diferencias de fluorescencia entre distintas imágenes. Considerando que 1 sería el 

índice de fluorescencia (IF) de un núcleo hematopoyético y 0 el de un núcleo hepático, para PU.1 en 

cada imagen, realizamos el cálculo de la IF para cada núcleo de cada HDMO en cada imagen, 

mediante el ajuste según la ecuación de la figura 26b.  

 

Del mismo modo se calculó la IF de HNF-1, considerando que 0 sería la IF para los núcleos de 

células hematopoyéticas y 1 para los núcleos de los hepatocitos (figura 27b).  

 

12. ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
 

Los datos han sido expresados como la media aritmética ± error estándar. La significación de las 

diferencias se determinó utilizando el test no paramétrico Wilcoxon Mann-Whitney  y el test de Kruskal 

Wallis, con el soporte del programa informático Statgraphics (Manugistic Inc., Rockville, MD, EEUU). 
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1. MODELO DE DAÑO HEPÁTICO INDUCIDO POR CCl4 Y MOVILIZACIÓN CON G-CSF. 
 

1.1. Establecimiento de un modelo de hematopoyesis quimérica. 
 

En primer lugar y con la finalidad de poder identificar con facilidad las células derivadas de la MO, 

se estableció un modelo de animales quiméricos. Para conseguir una hematopoyesis quimérica, se 

realizó un trasplante en ratones hembra P3D2F1 irradiados letalmente, los cuales expresaban los 

marcadores panleucocitarios  CD45.1 y CD45.2, con 1x107 células de MO procedentes de ratones 

macho BDGF1, que expresaban el marcador panleucocitario CD45.2 y que además eran transgénicos 

para la expresión de EGFP bajo el control del promotor ubicuo de la β-actina.  

 

El seguimiento del injerto 

hematopoyético exógeno en los 

ratones quiméricos se evaluó 

mediante análisis de SP. Se cuantificó 

tanto la presencia de células CD45.2+ 

en el fondo endógeno 

CD45.1+/CD45.2+, como la expresión 

de la proteína marcadora EGFP. 

Después de al menos tres meses de 

haber sido realizado el trasplante de 

MO, se consideró reestablecida la 

hematopoyesis de los ratones 

irradiados letalmente. Esta 

reconstitución hematopoyética se 

debió mayoritariamente a células procedentes de los ratones donadores (CD45.2+) (figura 6a), siendo 

su porcentaje respecto al total de leucocitos de 96,1±0,8 (n=55). En cambio, cuando se cuantificó el 

porcentaje de leucocitos que expresaban EGFP, se vio que era un 79,4±0,7 (n=55) (figura 6b). Existía 

por tanto, un porcentaje de células de la sangre que, a pesar de proceder de los ratones transgénicos 

para la EGFP, no expresaban este marcador fluorescente. Esta variación también se observó tanto en 

SP donde el 86,4±1,8% (n=3) de las células expresaban EGFP (figura 7a), como en secciones de 

hígado de los propios ratones donadores BDGF1, donde existía alrededor del 10-15% de los 

hepatocitos transgénicos que no expresaban EGFP (figura 7b). 

 

 
Figura 6. Análisis de citometría de SP de los ratones quiméricos.  

a) Porcentaje de rec onstitución hematopoyética a partir del injerto 

exógeno procedente del trasplante de MO de ratones BDGF1 (CD45.2+) 

en ratones P3D2F1 (CD45.1+/CD45.2+). b) Porcentaje de células 

hematopoyéticas con expresión de EGFP. (n=55).  

 

Figura 7. Variación de la expresión de 

EGFP en los ratones BDGF1.             

a) Histograma donde se representa la 

expresión de EGFP de células de SP de 

un ratón BDGF1. En negro células 

EGFP- y en verde células EGFP+.  El 

histograma blanco representa el análisis 

de sangre periférica de un ratón 

P3D2F1 que no expresa EGFP. b) 

Variegación de la expresión de EGFP 

de una sección hepática de un ratón 

BDGF1. 
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En conjunto, los ratones quiméricos, resultantes del trasplante de MO procedente de ratones 

BDGF1, constituían un buen modelo para el seguimiento de las células derivadas de la MO, ya que la 

gran mayoría de estas células eran positivas para la expresión de la proteína marcadora.  

 

1.2. Evaluación del daño hepático inducido por el tratamiento continuado con CCl4. 
 

Se había descrito previamente que el CCl4 actuaba como un compuesto hepatotóxico (Ariosto et 

al., 1989; Lee, 1993; Constandinou et al., 2005). Por esta razón, le utilizamos para el establecimiento 

de un protocolo de inducción de daño hepático en un modelo de ratón. Nuestro modelo de generación 

de daño hepático se basó en la administración de 1ml CCl4/Kg peso corporal (1x10-2 mol CCl4/Kg peso 

corporal). 

 

Se establecieron dos grupos de ratones 

quiméricos, según se les administró CCl4 o solución 

salina, y se realizaron mediante inyecciones 

intraperitoneales repetidas semanalmente durante un 

periodo de tres meses. A ambos grupos de animales 

se les monitorizó durante el tratamiento, su peso y  

diferentes parámetros plasmáticos para valorar la 

función hepática, como son la GPT, la GOT y 

bilirrubina. La GPT, la GOT y la bilirrubina se liberan a 

la sangre en condiciones de daño hepático. 

 

Como se ve en la figura 8, el peso del grupo 

tratado con CCl4 se redujo significativamente 

(p<0,001) en torno al 10% de su peso inicial durante el 

tratamiento, hasta el 91,5±1,0% (n=20) respecto al 

peso inicial después tres meses. Por el contrario el grupo tratado con PBS apenas varió su peso 

después del mismo periodo de tiempo (102,7±2,3 % del peso inicial, n=6).  

 

En el análisis de los diferentes parámetros plasmáticos tras dos meses de tratamiento (figura 9), 

se observó que los valores de GPT, GOT y bilirrubina en el plasma del grupo tratado con CCl4 (n=20) 

estaban aumentados significativamente (p<0,05) respecto al grupo control (n=6), en 14,5 veces, 4 

veces y 2,2 veces 

respectivamente. Este 

incremento en los valores 

medidos en el plasma, del 

grupo tratado con respecto 

al grupo control, nos 

indicaba la efectivi dad del 

tratamiento recurrente con 

CCl4 para inducir un daño 

hepático. 

 

 
Figura 8. Variación del peso. Evolución del peso del 

grupo tratado con CCl4 (�) o con PBS (�), 

representado respecto al peso inicial, durante el 

tratamiento. Diferencia significativa de la variación de 

peso entre el grupo tratado con CCl4 (n=20) y con 

PBS (n=6) (Ø, p<0,05). 

 

Figura 9. Análisis de parámetros plasmáticos. Valores de transaminasa glutámico 

pirúvica (GPT), transaminasa glutámico oxalacética (GOT) y bilirrubina, medidos en el 

plasma durante el tratamiento con PBS (£) o CCl4 (¢). Diferencias significativas entre 

el grupo tratado con CCl4  (n=20) y con PBS (n=6). Diferencias significativas de los tres 

valores están indicados (Ø, p< 0,05). 
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A partir de secciones hepáticas de los diferentes grupos, se analizó histológicamente el efecto del 

tratamiento en el hígado. En la figura 10 se recogen cortes histológicos teñidos con hematoxilina-

eosina. Se apreciaba que, en contraste con las secciones de los ratones control, donde todos los 

hepatocitos tenían un tamaño similar y había poca infiltración de células hematopoyéticas en el 

parénquima hepático (figura 10a), en el grupo de animales tratados con CCl4 aparecía una 

regeneración hepatocelular con una prominente anisonucleosis focal, con focos desperdigados de 

necrosis dentro del parénquima hepático sin una distribución zonal obvia. Los hepatocitos presentaban 

un tamaño poco uniforme y 

muchos presentaban 

nucleolos prominentes, algo 

característico de los procesos 

inflamatorios (figura 10b y 

10c). Gracias a que las 

células procedentes de la MO 

de los ratones quiméricos 

expresaban la EGFP, se pudo 

determinar, mediante técnicas 

de inmunofluorescencia, la 

expresión de EGFP en los 

infiltrados celulares, que 

fueron predominantemente 

grupos de histiocitos de origen 

hematopoyético (CD45+, 

figura 10d recuadro pequeño). 

No se pudo observar la 

transición a cirrosis esperada, 

en la que se produciría una 

fibrosis en el hígado, así como 

un proceso de regeneración 

nodular. 

 

Se estudió si existía reacción oval, consistente en la proliferación de las células ovales, posibles 

precursores hepáticos, mediante su identificación gracias a la expresión de citoqueratinas de tipo biliar. 

En otros modelos de daño hepático donde la regeneración hepática ocurre también a partir de estas 

células, se aprecia una importante reacción oval, incrementándose el número de las células ovales 

(Kofman et al., 2005). El número de éstas por tracto oval fue el doble en el grupo con daño hepático 

que en el grupo control, aunque no fue estadísticamente significativo (datos no mostrados).  
 

1.3. Análisis del efecto de la movilización con G-CSF. 
 

La movilización con G-CSF ha sido utilizada en los últimos años para enriquecer en progenitores 

hematopoyéticos la SP (Cottler-Fox et al., 2003). Se quiso comprobar el efecto del tratamiento con CCl4 

en la movilización con G-CSF, así como la acción que la movilización hematopoyética con G-CSF  

ejercía sobre el modelo establecido de daño hepático.  

 

Se establecieron dos grupos de ratones, a un grupo de animales (n=8) se les trató con una 

inyección semanal de CCl4 (1ml CCl4/Kg peso corporal) durante cuatro semanas y al otro grupo con 

Figura 10. Características histológicas inducidas por el tratamiento con CCl4. 

Microfotografias de secciones hepáticas teñidas con hematoxilina-eosina de          

a) animales sin tratar, b-c) animales tratados con CCl4. b) hepatocitos con tamaños 

muy diferenciados. c) infiltraciones hematopoyéticas (flechas). d) Análisis mediante 

inmofluorescencia de un hígado dañado con CCl4, expresión de EGFP (verde) y 

tinción de DAPI de los núcleos (azul). En el recuadro expresión de CD45 (rojo), 

colocalizándose con EGFP (amarillo) en los nódulos histiocíticos. 
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PBS (n=8) durante el mismo periodo de tiempo. Un día antes de la última dosis con CCl4, se comenzó 

el protocolo de movilización a la mitad de los animales de cada grupo (n=4), dejando al resto como 

controles sin movilizar. El protocolo de movilización consistió en tres ciclos semanales de 50µg       

Peg-G-CSF/ratón. Para el seguimiento del efecto de las distintas etapas del tratamiento, se realizaron 

distintas extracciones de sangre, como se esquematiza en la figura 11a. En cada punto se analizó el 

número de leucocitos totales (figura 11b), el porcentaje de granulocitos (figura 11c), el porcentaje de 

células linfoides (figura 11d), el porcentaje de monocitos (figura 11e) y el porcentaje de progenitores 

hematopoyéticos más primitivos, definidos como células con el fenotipo LSK (figura 11f).  

 

Previamente al inicio de la administración de G-CSF, se observó que los ratones dañados con 

CCl4 presentaban unos valores significativamente más altos  de leucocitos totales, que los observados 

en el grupo que sólo había recibido PBS (10,8x106±0,6x106  frente a 7,3x106±0,5x106 leucocitos 

totales/mL, p<0,05) (figura 11b). De ellos, el 21,4±1,7% eran granulocitos en el grupo tratado con CCl4 

y sólo el 7,1±0,9% en los ratones control (figura 11c). Como se observa en la figura 11d, el porcentaje 

de linfocitos sufrió una disminución con el daño con CCl4, pasando de un 91,0±0,9% a 77,6±1,7% con 

daño hepático. Sin embargo, ni el porcentaje de monocitos ni de células LSK sufrieron variación 

significativa con el CCl4. Por tanto, el daño producido por el CCl4, incrementaba el número de células 

hematopoyéticas en SP, principalmente de la serie granulocítica. 

 

Cinco días después del primer ciclo de administración del G-CSF, se comprobó su efecto en SP. 

Como se ve en la figura 11, el G-CSF fue capaz de inducir una movilización hematopoyética, tanto en 

el grupo de ratones control como en los que habían sido tratados con CCl4 y presentaban daño 

hepático, produciéndose un incremento  muy significativo (p<0,05) en el número de células 

hematopoyéticas en comparación con los grupos que no habían sido movilizados (grupos G-CSF y 

CCl4/G-CSF con 23,5x106±1,9x106 y 27,1x106±2,6x106 leucocitos totales/mL respectivamente, frente 

8,2x106±0,7x106 y 7,4x106±0,5x106 para los grupos control y CCl4). Este fuerte incremento en la 

movilización de los grupos G-CSF y CCl4/G-CSF se repitió con el segundo ciclo de movilización, 

produciéndose incluso un mayor aumento en el número de leucocitos en el grupo G-CSF 

(45,0x106±6,6x106 leucocitos totales/mL) que incluso en el grupo CCl4/G-CSF (27,6x106±4,8x106 

leucocitos totales/mL) y ambos muy superiores al grupo CCl4 o al control (7,4x106±1,1x106 o 

6,5x106±0,2x106  leucocitos totales/mL respectivamente).  

 

Cuando se analizaron los efectos del tercer ciclo de movilización con G-CSF en los diferentes 

grupos, se observó que en los ratones movilizados apenas se producía una ligera elevación del número 

de leucocitos (figura 11b), estando los valores de todos los grupos en torno a 10x106 leucocitos 

totales/mL.  

 

Al profundizar en el estudio de las subpoblaciones hematopoyéticas que más respondían a la 

movilización con G-CSF, se observó que el mayor aporte a la elevación de los leucocitos totales se 

debía al compartimiento mieloide. Los granulocitos constituían el 47,6±1,5% de las células totales 

presentes en SP de los ratones del grupo G-CSF durante el primer ciclo de G-CSF y hasta un 

72,6±3,0% en el segundo ciclo. Y ya en el tercer ciclo, no se consiguió aumentar el porcentaje de 

granulocitos por encima del valor del grupo control, cuyo valor permaneció estable entorno al 10% de 

los leucocitos de SP durante los tres ciclos. En cuanto a los grupos dañados con CCl4, los resultados 

fueron similares, salvo por el hecho de que se partió de valores más altos que los que recibieron PBS.  
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El porcentaje de monocitos en SP siguió un comportamiento similar al de los granulocitos con los 

diferentes ciclos de movilización, aunque nunca superando el 8% de leucocitos en SP. Los valores 

totales de monocitos en los grupos sin daño con CCl4, se incrementaron con los dos primeros ciclos de 

G-CSF; desde  0,15±0,05x106 monocitos/mL se pasó a 0,78±0,15x106 monocitos/mL y  1,51±0,11x106 

monocitos/mL con el primer y el segundo ciclo de movilización, pero con el tercer sólo se consiguió un 

valor de 0,35±0,22x106 monocitos/mL. El grupo con daño hepático siguió una tendencia similar. 

 

Figura 11. Análisis de la movilización con G-CSF en animales dañados con CCl4: a) Esquema del protocolo 

combinado de daño hepático y movilización. Inyecciones intraperitoneales semanales de 10% CCl4 (flechas rojas), 

movilización hematopoyética con 50µg de Peg-G-CSF/ratón (flechas verdes) y extracción de SP (flechas negras). 

b-f) Evolución de distintas poblaciones hematopoyéticas en SP a lo largo del tiempo de tratamiento (eje de 

abscisas en días), para los distintos grupos de animales: control (línea azul), dañado con CCl4 (línea negra), 

movilizado con G-CSF (línea verde) y tratado con CCl4 y G-CSF (línea roja). b) Contaje de leucocitos totales en SP 

a lo largo del tratamiento, expresado en 106 células/mL. Fallo de movilización en el tercer ciclo de G-CSF (flecha 

azul) c) Porcentaje de granulocitos. d) Porcentaje de linfocitos. e) Porcentaje de monocitos. f) Porcentaje de CMH, 

reconocidas por fenotipo LSK. g) Diferencias significativas entre los diferentes grupos, todas ellas con p<0,05. 
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La población linfoide sufre un ligero incremento en sus valores con los ciclos de G-CSF, pero 

debido a que el resto de células hematopoyéticas en SP es mucho mayor con la movilización, el 

porcentaje de linfocitos disminuye, al disminuir también su contribución al total de leucocitos.  

 

Por último, se analizó el efecto de la movilización en el compartimento de células madre 

hematopoyéticas, identificadas como la población de células LSK. También se apreció un incremento 

de esta población en los dos grupos movilizados durante el primer ciclo de G-CSF, produciéndose este 

incremento de forma significativamente superior (p<0,05) en el grupo CCl4/G-CSF que pasa de 

0,012±0,002% de células LSK en el momento de la primera dosis de G-CSF, a un 0,18±0,02% dos días 

más tarde (un día después de la ultima inyección con CCl4) y alcanzándose un 0,22±0,02% en el 

momento máximo de movilización del primer ciclo (cinco días después de la administración con          

G-CSF). En cambio, el grupo que sólo fue movilizado, pasó de un 0,01±0,00% el día de la primera 

movilización, a un 0,05±0,01% después de dos días y con un máximo, a los cinco días, de 0,12±0,02%. 

Durante el segundo ciclo de movilización, el efecto del G-CSF en el porcentaje de LSK fue similar al del 

ciclo anterior en los ratones tratados previamente con CCl4 (0,26±0,04%) y en los que no (0,20±0,03%). 

Valores significativamente superiores (p<0,05) a los de los respectivos controles sin movilizar, 

0,026±0,04% para los tratados con CCl4 y 0,02±0,01% para los animales control; además, se consigue 

alcanzar esta mayor presencia de la población LSK en SP de una manera semejante tanto en los 

dañados como en los que no. En el último ciclo de movilización se reduce la capacidad de las células 

LSK para movilizarse del grupo con daño hepático, con respecto a los ciclos de movilización anteriores, 

siendo significativamente inferior al del primer ciclo de G-CSF, aunque el valor de LSK en SP de 

0,15±0,03% sigue siendo superior al de los animales sin movilizar. Por el contrario el G-CSF ejerce el 

mismo efecto de movilizar LSK en el grupo sin daño hepático previo, alcanzándose un 0,17±0,04% de 

células LSK en SP, significativamente superior (p<0,05) a los valores de los grupos sin movilizar 

(0,08±0,01% para el grupo dañado y no movilizado, y de 0,07±0,02% para el grupo control). 

 

Con la intención de estudiar el contenido en CMHs de los ratones después de los tres ciclos de 

movilización con G-CSF, se realizaron ensayos de repoblación competitiva. Para ello, ratones BDGF1 

letalmente irradiados, fueron trasplantados con células de MO de ratones de los distintos grupos, todos 

ellos B6D2F1 (CD45.2+/CD45.2+), justo con un número similar de células de MO procedente de ratones 

 
Figura 12. En sayo de repoblación competitiva. a) Esquema del modelo de trasplante en competición. b) Injertos 

hematopoyéticos de la MO de los ratones tratados (población problema) a los cuatro meses de la competición.  
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P3D2F1 sin tratar (CD45.1+/CD45.2+) (figura 12a), y se realizó un seguimiento en el tiempo del origen 

de las células que reconstituían los ratones receptores. Como se ve en la figura 12b, no existían 

diferencias significativas en el porcentaje de células CD45.2/CD45.2 a los cuatro meses de haber sido 

realizado el trasplante de las poblaciones competidoras de MO. Ésto nos indicaba que el 

compartimiento de células madre hematopoyéticas de los grupos tratados con CCl4 y/o con G-CSF, no 

se había visto afectado por los tres ciclos de movilización con G-CSF, ya que eran capaces de competir 

de igual forma que las células procedentes de los grupos no movilizados. 
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2. ESTUDIO DE PROCESOS DE PLASTICIDAD EN UN MODELO MURINO DE DAÑO 
HEPÁTICO, MEDIADO POR CÉLULAS DE MO. 

 

El siguiente paso fue evaluar la presencia de células derivadas de la MO en el hígado de los 

ratones dañados, en comparación con los no dañados. Se utilizaron los animales quiméricos, donde la 

gran mayoría de sus células hematopoyéticas expresaban EGFP (ver apartado 1.1), y donde éramos 

capaces de identificar fácilmente las células derivadas de la MO trasplantada, gracias a la expresión de 

la proteína marcadora. 

  

2.1. Presencia de células hematopoyéticas en la estructura del hígado. 
 

Como ya quedó descrito anteriormente, la movilización con G-CSF provoca un incremento del 

número total de células hematopoyéticas presentes en SP. Por ello se estudió la presencia de células 

procedentes de MO en el parénquima hepático y si el incremento de células hematopoyéticas 

circulantes en SP, debido a la movilización con G-CSF, se reflejaba en un aumento de la infiltración de 

células hematopoyéticas en el hígado. Para realizar este estudio, ratones quiméricos tratados y no 

tratados con CCl4 durante tres meses, recibieron 1, 2 ó 3 ciclos semanales de movilización con G-CSF, 

y se analizó la presencia de células derivadas de MO una semana después de la última administración 

de G-CSF. Para eliminar al máximo posible las células de la sangre en el espacio sinusoidal hepático, 

en el momento del sacrificio los animales fueron perfundidos con una solución de EDTA 25mM en PBS 

antes de su fijación (Wagers et al., 2002). El número de células hematopoyéticas presentes en el 

parénquima hepático fue determinado por inmunofluorescencia, para lo que se utilizaron anticuerpos 

anti-CD45 y anti-EGFP. Al igual que ocurría en el análisis de la SP de los ratones quiméricos por 

citometría de flujo, en la identificación de las células hematopoyéticas presentes en el hígado por 

inmunofluorescencia, se observó un pequeño porcentaje de células positivas para este marcador 

hematopoyético, expresado en la superficie celular, en las que no se detectaba la expresión de EGFP. 

Como se aprecia en la figura 13a, se distinguen claramente las células hematopoyéticas presentes en 

estas secciones de tejido hepático, las cuales expresan el marcador CD45 (en rojo) y en la mayoría de 

ellas se localiza conjuntamente la expresión de EGFP (células verde-amarillas). Presentan además una 

morfología claramente distinguible de los hepatocitos que las rodean. Éstos además de ser negativos 

para CD45, poseen una morfología mucho mas poligonal. Cuando se comparó la distribución de las 

células hematopoyéticas en la estructura del hígado, se observó que en el grupo de ratones control   

(no dañados, ni movilizados con G-CSF), las células hematopoyéticas se distribuían uniformemente 

entre los hepatocitos. Tras la movilización se apreció un incremento en el número de células 

hematopoyéticas infiltradas en el parénquima. En los ratones que habían sido dañados con CCl4, se 

observó un mayor número de células hematopoyéticas y en ocasiones formando grupos. También se 

encontró una gran cantidad de células con morfología macrofágica, efecto que se vio incrementado en 

el grupo que aparte de daño hepático, había sido movilizado. Incluso en algunos animales dañados con 

CCl4 se apreciaban nódulos macroscópicos en el hígado. Estos nódulos emitían fluorescencia verde, 

indicando su origen a partir de células del trasplante de MO (figura 13a y 14). 
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 Se cuantificaron los diferentes grados de infiltración hematopoyética, como número de células 

CD45+ respecto al total de células presentes en el hígado. Como se observa en la figura 13b, se 

encontró una diferencia significativa (p<0,01) en el porcentaje de células hematopoyéticas presentes en 

el hígado de los ratones control (donde el 

15,2±1,4% de todas las células presentes en el 

hígado son hematopoyéticas) con respecto a los 

ratones en los que se había inducido un daño 

hepático (22,7±1,2%). El porcentaje de células 

infiltradas aumentó progresivamente cuando los 

ratones recibieron un número mayor de ciclos de 

movilización, llegando hasta un 23,2±1,0% en los 

animales con tres dosis de G-CSF o 33,2±1,8% en 

los ratones con igual número de ciclos de 

movilización pero con daño hepático. 

 

Figura 13. La 

movilización con G-CSF 

induce la infiltración de 

células hematopoyéticas 

en el hígado de ratones 

tratados con CCl4.         

a) Criosecciones 

hepáticas de ratones no 

tratados o tratados con 

CCl4 y movilizados  o no 

con G-CSF, durante tres 

semanas. Los hígados se 

extrajeron una semana 

después del último 

tratamiento con G-CSF. 

Triple marcaje para EGFP 

(verde), CD45 (rojo) y 

núcleos (azul).                  

b) Cuantificación de la 

presencia hematopoyética 

en el hígado después de 

0, 1, 2 ó 3 semanas de 

movilización, en los 

ratones tratados con CCl4  

(¢) o sin tratar (£). Las 

diferencias 

estadísticamente 

significativas están 

representadas (p< 0,05 y 

p< 0,01). 

Figura 14. Aspecto macroscópico del hígado dañado 

con CCl4. Nódulos observados en algunos animales 

quiméricos dañados con CCl4. a) Fotografía en campo 

claro. b) Expresión de EGFP indicando su formación a 

partir de células derivadas de la MO. 
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Como ya se ha expuesto anteriormente, en los 

ratones con daño hepático, la infiltración 

hematopoyética se distribuía principalmente en grupos 

de células, posiblement e macrófagos. Para confirmarlo, 

se realizó la identificación de los macrófagos presentes 

en el hígado mediante el uso del anticuerpo F4/80, que 

reconoce específicamente a células del sistema 

fagocítico mononuclear. Como se representa en la figura 

15, el porcentaje de macrófagos presentes en hígado en 

animales sin daño ni movilización fue del 10,5±0,2%, 

sufriendo un leve aumento en el grupo con daño 

hepático (12,3±0,4%). En los ratones que habían sido 

dañados con CCl4 y movilizados con tres ciclos de       

G-CSF, la presencia de macrófagos en el hígado 

aumentó significativamente (p<0,05), hasta el 

20,2±2,9%, a diferencia del grupo sólo tratado con       

G-CSF, en el que no varió el porcentaje de macrófagos 

(12,3±0,4%). 

 

2.2. Localización de hepatocitos derivados de MO. 
 

En los últimos años se había descrito la existencia de fenómenos de plasticidad celular por parte 

de células procedentes de MO. Son muchos los autores que han descrito la conversión de células 

derivadas de MO hacia hepatocitos (ver tabla 2 y referencias (Fuchs and Segre, 2000; Weissman, 

2000; Fausto, 2001; Grompe, 2005; Kucia et al., 2005a; Kucia et al., 2005b; Verfaillie, 2005; 

Thorgeirsson and Grisham, 2006)). Por tanto, se quiso investigar la relevancia de estos fenómenos en 

nuestro modelo. Para comprobar la existencia de HDMO se establecieron una serie de requisitos:        

i) Garantizar que habían dejado de comportarse como células de origen hematopoyético, mediante la 

perdida del marcador panleucocitario CD45. ii) Comportarse como hepatocitos funcionales, con la 

morfología característica de hepatocito (células grandes y regulares, con uno o varios núcleos que a 

menudo presentan muchos nucleolos, y una razón núcleo/citoplasma baja o moderada). iii) Expresar 

proteínas y funciones específicas hepáticas. iv) Se deberían poder identificar los HDMO respecto al 

resto de hepatocitos adyacentes. Nuestro modelo era adecuado para ello, ya que la mayoría de células 

cuyo origen estaba en la MO, expresaban la EGFP, que actuaría como proteína marcadora. En 

resumen, para considerar a una célula presente en el hígado como un HDMO debería poseer 

morfología de hepatocito, carecer de CD45, expresar EGFP y distintas proteínas específicas de 

hepatocito. 

 

Se analizaron secciones de hígado de ratones de los diferentes grupos para identificar HDMO. 

Se detectaron células EGFP+, con una morfología típica de hepatocito, principalmente en los animales 

que habían sido dañados con CCl4. Estas células se encontraban integradas dentro del entramado 

hepatocelular, presentaban una apariencia idéntica a la de los hepatocitos adyacentes, y no 

expresaban el marcador hematopoyético CD45 (figura 16a), lo que nos indicaba que a pesar de ser 

células derivadas de MO al expresar EGFP, ya no eran células hematopoyéticas. La ausencia de 

expresión del  marcador panleucocitario se confirmó mediante fotografías de microscopia confocal. Se 

 
Figura 15. Cuantificación de la presencia de  

células del sistema fagocítico mononuclear en 

el hígado. Porcentaje calculado contabilizando las 

células positivas para el marcaje con el anticuerpo 

F4/80 en 6 campos aleatorios de diferentes 

secciones hepáticas, pertenecientes a 2 ratones por 

grupo. (Ø, p<0,05) 
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tomaron secuencias de imágenes confocales a lo largo del eje Z de la sección (12-15 µm de grosor). 

En estas secuencias de fotografías, se observó que en células EGFP+ con morfología de hepatocito 

nunca se detectaba la expresión de CD45; sin embargo el resto de células EGFP+, además de 

presentar una morfología diferente, eran positivas para CD45, colocalizándose su expresión junto a la 

EGFP en un mismo plano focal o en planos consecutivos (figura 16b).  La mayoría de HDMO fueron 

localizados como células aisladas, aunque una pequeña proporción de ellas también se encontró 

formando parejas de células. 

 

Para confirmar la funcionalidad de célula hepática de los HDMO, se analizó la expresión de 

diferentes proteínas específicas de hepatocitos. Mediante inmunofluorescencia en secciones hepáticas 

embebidas en parafina, se detectó la expresión de albúmina, glicoproteína biliar 1 (BGP1) la cual se 

identifica mediante la reacción cruzada con el anticuerpo de conejo policlonal espec ífico para el 

antígeno carcinoembrionario (CEA) (Sheahan et al., 1990), y citoqueratinas específicas de hepatocitos. 

Cuando se realizó el análisis de la expresión de albúmina en secciones hepáticas, se comprobó que 

existía una distribución heterogénea entre los hepatocitos, localizándose algunos con una alta 

expresión de albúmina, la cual se encontraba en el citoplasma de los hepatocitos en forma de gránulos, 

pero también se identificó una cantidad considerable de hepatocitos que no eran positivos para el 

anticuerpo específico contra la albúmina. Esta heterogeneidad en la expresión de la albúmina, también 

se observó en HDMO. Se identificaron algunos que eran negativos para la expresión de albúmina, pero 

otros en cambio sí que presentaron las acumulaciones citoplasmáticas de albúmina (figura 16c). Esto 

confirmaba la identificación de los HDMO como células que, aunque procedentes de la MO, eran 

capaces de localizarse en el hígado y mostrar características hepáticas. Los HDMO también eran 

positivos para la BGP1 (Godfraind et al., 1995), una proteína de la familia de antígenos 

carcinoembrionales, que juega un papel en la adhesión celular, transporte de ácido biliar y actividad 

ATPasa ectópica. Se expresa en la membrana de células epiteliales, como los hepatocitos. En la figura 

16c, se visualiza un HDMO con un claro marcaje para la expresión de esta glicoproteína, localizándose 

en la zona de su membrana donde se encuentra adyacente a otros dos hepatocitos. Los HDMO 

también fueron positivos para el marcaje con un anticuerpo policlonal que reconocía un amplio espectro 

de citoqueratinas, entre las que se encontraban tanto la citoqueratina 8 como la 18, ambas 

características de hepatocitos; su localización fue alrededor de la membrana citoplasmática (figura 

23b2’’, recuadro pequeño). La autofluorescencia propia de los hepatocitos, causada por la presencia de 

porfirinas (Gschnait et al., 1975), fue otra característica de estas células hepáticas que se pudo 

identificar en los HDMO (no se muestra).  

 

Por último, se analizó la capacidad de almacenar glucógeno de los HDMO, mediante la tinción de 

PAS, que identifica los polisacáridos presentes en las células. En la figura 16d se muestra como los 

HDMO presentan la capacidad de acumular glucógeno en su citoplasma, como revela el color rosado 

de los productos de la reacción de PAS. 

 

Podemos concluir que, en nuestro modelo experimental, se identifican células derivadas de la 

MO, que expresan múltiples marcadores específicos de hepatocitos, a las cuales definimos como 

HDMO. Aunque la frecuencia de aparición de los HDMO fue muy baja (s ólo 1 HDMO por cada 250.000 

hepatocitos) se identificaron principalmente en el grupo de ratones dañados con CCl4, lo que nos 

indicaba que el daño hepático causado por CCl4 favorece o incluso era necesario para la formación de 

hepatocitos derivados de MO. 
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Figura 16. Identificación de HDMO: a) Dos ejemplos diferentes (a1 y a2) de 

células que cumplen las condiciones definidas para un HDMO: CD45-/EGFP+, 

citoplasma y núcleo similar al de los hepatocitos.  a’, CD45 (rojo); a’’, EGFP 

(verde); a’’’, superposición de imágenes (núcleos teñidos con DAPI en azul).  

b) Análisis en el eje Z con microscopio confocal. Las imágenes corresponden a 

sucesivos planos de 0,25mm de grosor, separados 1mm. c) Expresión de 

proteínas específicas de hepatocitos. c1’, expresión de albúmina (blanco); c2’, 

expresión de CEA (blanco); c’’, EGFP (verde); c’’’, superposición de imágenes 

con tinción del DAPI (azul). d) Tinción PAS 
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2.3. Modulación de la presencia de HDMO en hígado con daño hepático por CCl4, 
mediante la movilización con G-CSF. 

 

Después de demostrar la existencia de HDMO, se evaluó el efecto del tratamiento con G-CSF 

sobre la frecuencia de aparición de éstos. Se cuantificó la presencia de HDMO en los grupos de 

ratones que habían sido dañados con CCl4 y movilizados con G-CSF durante diferentes periodos de 

tiempo, desde 0 a 3 semanas (figura 17). Se utilizó un análisis de inmunofluorescencia para identificar 

la expresión de EGFP y CD45 en secciones hepáticas de distintos lóbulos hepáticos de cada ratón. Se 

revisó un número aproximado de 100.000 hepatocitos por cada animal. Se identificó sólo 1 HDMO por 

cada 250.000 hepatocitos totales en el grupo de ratones con daño hepático inducido por CCl4 y no 

movilizados (n=6). En el grupo de ratones que, además de daño hepático habían sido movilizados con 

un único ciclo de G-CSF (n=3), la frecuencia de HDMO aumento 1,50 veces. Con daño y dos ciclos de 

G-CSF (n=4) se incrementó significativamente (p<0,01) hasta 7,00 veces (0,28±0,03 HDMO por cada 

1x104 hepatocitos). Por último, hasta 17,25 veces con tres ciclos de G-CSF en ratones dañados (n=5), 

en los que se identificaron 0,693±0,045 HDMO por cada 1x104 hepatocitos, siendo una diferencia muy 

significativa con respecto al grupo sin movilizar (p<0,01). Se comprobó que existía una relación directa 

entre el número de semanas de movilización con G-CSF y el incremento en la frecuencia de HDMO en 

los ratones con daño hepático.  

 

2.4. Efecto de la concentración de CCl4 y de la combinación de G-CSF/TPO. 
 

Para tratar de incrementar la presencia de HDMO, se modificó el protocolo de daño hepático y 

también el tipo de movilización de las células de la MO. 

 

Debido a que se requiere la existencia de daño hepático previo para detectar fenómenos de 

plasticidad, se intentó producir un mayor daño hepático aumentando la concentración de CCl4 por 

encima del 10%. Se establecieron tres grupos de animales según la concentración de CCl4 empleada, 

que fueron tratados durante un mes. Se administró sólo PBS o 1ml de CCl4/Kg peso corporal 

Figura 17. Cuantificación de la frecuencia  HDMO: 

El número de ciclos de movilización con G-CSF, 

incrementa la aparición de los HDMO en el hígado de 

los animales dañados con CCl4. Se indica la 

frecuencia de HDMO, calculada como el número de 

HDMO identificados respecto al número aproximado 

de hepatocitos observados. Se representan las 

diferencias significativas (p<0,01) entre los grupos de 

ratones con daño hepático sin movilizar (n=6) o 

movilizados una (n=3), dos (n=4) o tres semanas 

(n=5) 
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(disolución 10% de CCl4 en aceite de oliva), o con 2ml de CCl4/Kg peso corporal (disolución 20% de 

CCl4 en aceite de oliva). 

 

 Al finalizar el periodo de daño hepático, se efectuó la movilización hematopoyética, empleando 

un tratamiento combinado de G-CSF con TPO (Grossmann et al., 1996), el cual presenta un efecto 

sinérgico, incrementando la recuperación de los distintos linajes hematopoyéticos después de un 

tratamiento mieloablativo. Un día antes de concluir el periodo de daño hepático, los progenitores 

hematopoyéticos fueron movilizados, con el protocolo anteriormente utilizado de tres dosis semanales 

de 50µg/animal de G-CSF o un protocolo alternativo de 50µg/animal de G-CSF combinado con 

0,3µg/animal de TPO, en tres dosis semanales. Los animales se sacrificaron una semana más tarde de 

la tercera dosis de factores de crecimiento.  

 

2.4.1. Efecto de la concentración de CCl4.  

   

Como se ha descrito anteriormente, el tratamiento con 10% de CCl4 provoca un daño hepático 

caracterizado por una anisonucleosis en los hepatocitos y un tamaño poco homogéneo, existiendo 

zonas de regeneración donde están los hepatocitos de un tamaño menor. También existen zonas 

necróticas, y sobre todo, 

mayor presencia de células 

hematopoyéticas infiltradas 

en el parénquima hepático. 

Tal como se puede apreciar 

en la figura 18a, estas 

características también 

estaban presentes en el 

grupo de ratones tratados 

con 20% de CCl4. Cuando 

se evaluó el porcentaje de 

infiltración hematopoyética 

(figura 18b), cuantificada por 

el total de células CD45+ en 

el total de células presentes 

en el parénquima hepático, 

el daño hepático con ambas 

dosis de CCl4 produjo un 

incremento de las células 

hematopoyéticas infiltradas, 

pero no se apreció una 

mayor presencia en el grupo 

tratado con 20% de CCl4.  

 

Se calculó la incidencia que presentaban los HDMO en los animales sin daño, o los que habían 

sido tratados con 10% o 20% CCl4 (figura 18c), observándose que no existían diferencias significativas 

entre los dos grupos con daño hepático. Para el grupo tratado con 10% de CCl4 la frecuencia fue de 

0,14±0,14 HDMO por cada 1x104 hepatocitos, y para el de 20% de 0,08±0,01 HDMO por cada 1x104 

hepatocitos, demostrándose que un aumento en la concentración de CCl4 no favorecía una mayor 

presencia de HDMO. 

 
Figura 18. Efecto de la concentración de CCl4: a) Microfotografías de secciones 

hepáticas teñidas con hematoxilina y eosina, de animales tratados durante un mes 

con PBS o con 10% o 20% de CCl4. Se sacrificaron un mes más tarde de concluir 

este tratamiento. b) Cuantificación de la presencia de células hematopoyéticas, 

mediante su identificación por inmunofluorescencia (CD45+) en secciones hepáticas 

de los ratones tratados con las diferentes concentraciones de CCl4. c) Frecuencia de 

aparición de HDMO, identificados por inmunofluorescencia (EGFP+/CD45-/Morfología 

de hepatocito), en las distintas condiciones de daño hepático inducido por CCl4.  
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2.4.2. Comparación entre la movilización con G-CSF y con G-CSF/TPO.  

 

Para estudiar el efecto de los distintos protocolos de movilización, se contabilizó el número de 

leucocitos totales en SP (tabla 3). Al igual que se había observado con la movilización,  se consigue 

incrementar los valores de células hematopoyéticas en SP, apreciándose mejor en aquellos grupos de 

animales con daño hepático. Los niveles de leucocitos en SP de los animales con daño hepático 

pasaron de 9,07x106±0,29x106 (n=3) leucocitos totales por mililitro de SP, a 11,49x106±0,66x106 

leucocitos totales/mL (n=4) o 11,31x106±1,11x106 leucocitos totales/mL (n=4) en los grupos 

movilizados con G-CSF o con G-CSF/TPO respectivamente, no observándose diferencia significativa 

entre los valores de ambos grupos. También se apreció una tendencia al incremento en el número de 

plaquetas en los grupos movilizados, siendo 431,2x106±43,0x106 (n=3) plaquetas por mililitro de SP en 

los animales dañados que no se movilizaron, con respecto a 633,4x106±71,4x106 plaquetas/mL (n=4) 

en los movilizados con G-CSF sólo y 673,5x106±87,1x106 plaquetas/mL (n=4) cuando habían recibido 

G-CSF/TPO (tabla 3), aunque no se observaron diferencias entre los dos protocolos de movilización. 

Los valores de los eritrocitos en SP no sufrieron variaciones entre los diferentes grupos de animales 

dañados no movilizados (4,50x109±0,17x109 eritrocitos/mL, n=3) o movilizados con G-CSF 

(4,23x109±0,11x109 eritrocitos/mL, n=4) o G-CSF/TPO (4,35x109±0,43x109 eritrocitos/mL, n=4). Estos 

valores indicaron que, al menos en SP, tanto la movilización con G-CSF/TPO o solo con G-CSF, 

producían un efecto similar. 

  

Un resultado semejante se obtuvo al cuantificar la infiltración hematopoyética en el hígado. En el 

grupo de ratones sin daño se observó, que tanto la movilización con G-CSF como la combinación G-

CSF/TPO, incrementaban el porcentaje de células hematopoyéticas presentes en el hígado. Como ya 

se había observado, los animales del grupo con daño hepático partían ya de unos valores de infiltración 

hematopoyética mayores, que aumentaban al ser movilizados. Se observó que la presencia de células 

hematopoyéticas en el hígado era similar con la administración de G-CSF/TPO (29,61±1,76%, n=6) que 

con sólo G-CSF (27,21±1,68%, n=5) (figura 19a). La combinación de G-CSF con TPO no incrementaba 

de manera apreciable la infiltración de células hematopoyéticas en el parénquima hepático. 

 

CCl4 G-CSF TPO Leucocitos 
(106/mL) 

Plaquetas 
(106/mL) 

Eritrocitos 
(109/mL) 

- - - 6,48 573,0±84,0 6,05±1,56 

- + - 10,42±1,41 744,5±80,5 4,14±0,07 

- + + 7,92±1,91 599,5±146,5 4,29±0,07 

+ - - 9,07±0,29 431,2±43,0 4,50±0,17 

+ + - 11,49±0,66 633,4±71,4 4,23±0,11 

+ + + 11,31±1,11 673,5±87,1 4,35±0,43 

 Tabla 3. Cuantificación hematológica del efecto de la movilización con G-CSF o G-CSF/TPO. 

Medidas de distintas poblaciones hematopoyéticas presentes en SP de los ratones con o sin daño 

hepático, movilizados o no con tres ciclos semanales de 50 µg de G-CSF o 50 µg de G-CSF/ 0,3 µg de 

TPO por ratón y semana. 
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Se procedió a cuantificar la presencia de HDMO en secciones hepáticas de ratones sometidos a 

los diferentes protocolos de movilización. En los ratones dañados pero no movilizados, la frecuencia de 

aparición de HDMO fue  de 

0,11±0,06 (n=4) y se 

incrementó hasta 0,70±0,28 

(n=5) con los tres ciclos de 

G-CSF. No obstante, apenas 

sufrió ninguna variación 

cuando se administró TPO 

junto con el G-CSF, 

alcanzándose los 0,75±0,21 

HDMO por cada 1x104 

hepatocitos (n=6) (figura 

19b). 

 

Como conclusión, la 

combinación G-CSF/TPO no 

provoca ningún aumento, ni 

en la cantidad de células 

hematopoyéticas infiltradas 

en el hígado dañado, ni en la frecuencia de aparición de HDMO. 

 

 

 

Figura 19. Presencia de células derivadas de MO en hígado debido a la 

movilización con G-CSF/TPO: a) Cuantificación de las células hematopoyéticas 

presentes en el hígado de ratones no movilizados, o movilizados con 3 ciclos 

semanales de G-CSF o G-CSF/TPO. Los animales fueron dañados con CCl4 (¢) 

o no dañados (£) b) Cuantificación de la presencia de HDMO en ratones con 

daño hepático inducido por CCl4, y posterior movilización con G-CSF o               

G-CSF/TPO o sin movilizar. (Ø, p<0,05)  
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3. POBLACIÓN DE CÉLULAS DE MO RESPONSABLE DEL PROCESO DE 
PLASTICIDAD. 

 

 Se ha descrito que, los fenómenos de plasticidad observados en hígado pueden provenir de 

diversas fuentes de células presentes en MO, como pueden ser células hematopoyéticas, células 

mesenquimales, células progenitoras adultas multipotentes (Multipotent Adult Progenitor Cells, MAPC) 

o a partir de células madre de otros tejidos residentes en MO.  

 

 Para determinar si el origen de los HDMO era hematopoyético, se realizó un trasplante 

altamente enriquecido en CMHs procedentes de ratones transgénicos para la expresión de EGFP, por 

lo que sólo las células derivadas del trasplante de CMHs, serían positivas para la expresión de EGFP. 

 

3.1. Plasticidad derivada de la población LSK. 
 

Para realizar el trasplante, se purificó una población enriquecida en CMHs, definida por el grupo 

del Dr. Weissman en 1988 (Spangrude et al., 1988). 5,6x104 células procedentes de ratones macho y 

transgénicos para EGFP que habían sido purificadas según el fenotipo LSK EGFP+; se trasplantaron en 

ratones hembra B6D2F1 letalmente irradiados. Un mes después del trasplante de CMHs, presentaban 

una reconstitución hematopoyética completa, tanto en linaje linfoide, como mieloide (tabla 4), 

garantizando que la población trasplantada poseía capacidad para reconstituir los diferentes linajes 

hematopoyéticos. Además, el 86,81±1,51% de las células de SP expresaban EGFP (figura 20). Esta 

expresión se identificaba también en las distintas poblaciones hematopoyéticas analizadas (figura 20): 

el 45,03±3,86% de CD3+,  88,31±1,06% de B220+, 90,71±2,62% de Gr-1+ y 84,16±4,40% de Mac-1+ 

expresaban el marcador EGFP+. Hay que indicar que existe una diferencia significativa (p<0,05) entre 

el porcentaje de células CD3+/EGFP+ y el resto de células EGFP+ del resto de poblaciones. 

 

 

 

Tres meses después de haber sido realizado el trasplante de la población enriquecida en CMHs, 

y de reconstituirse la hematopoyesis de los animales, un grupo de tres animales fue tratado con CCl4 

durante diez semanas. Como en anteriores experimentos,  el día antes de la última inyección del 

compuesto hepatotóxico se comenzó con la movilización hematopoyética, mediante tres ciclos 

semanales de G-CSF, sacrificándose una semana después del último ciclo de movilización. 

 

Cuando se analizó la presencia de células derivadas de MO en cortes de hígado, se observó que 

existía infiltración hematopoyética de 27,25±3,09% (n=3). Estas células hematopoyéticas, cuantificadas 

por su expresión de CD45, en su mayoría también eran positivas para EGFP, por lo que derivaban de 

las CMHs LSK EGFP+. 

Ratón %CD3 %B220 %Gr-1 %Mac-1 

1 9,87 36,18 43,82 51,21 

2 3,59 6,06 85,99 80,93 

3 13,94 19,53 60,52 42,40 

4 14,08 22,40 51,96 34,13 

5 6,77 28,75 49,76 42,38 

Media 9,65±2,04 22,58±5,03 58,41±7,40 50,21±8,14 

Tabla 4. Repoblación multilinaje: 
Porcentaje de los distintos linajes 
hematopoyéticos de ratones B6D2F1 
letalmente irradiados y trasplantados con 
una población de células LSK EGFP+ de 
MO de ratones BDGF1. CD3, linfocitos T; 
B220, linfocitos B; células mieloides (Gr-1+ 
y Mac-1+).  
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Figura 20. Injerto 

hematopoyético derivado de 

una población LSK EGFP+.  

Análisis por citometría de los 

distintos linajes 

hematopoyéticos de SP, 

indicándose el porcentaje de 

células que expresan EGFP. 

  

En estos ratones trasplantados con CMHs LSK EGFP+ se identificaron HDMO, con una 

frecuencia de 0,26±0,01 HDMO por cada 1x104 hepatocitos (n=3). Este valor no presenta diferencia 

significativa con la frecuencia de HDMO observada en ratones trasplantados con una población de MO 

total (0,46±0,17 HDMO por cada 1x104 hepatocitos, n=4) (figura 21).   

 

3.2. Implicación directa de células madre en los procesos de plasticidad. 
 

La siguiente cuestión planteada fue definir si los HDMO se podrían originar directamente a partir 

de las células madre infundidas en el trasplante, o si era necesario su injerto previo para originar 

HDMO. 

 

Para conocer la participación directa de CMHs o de otra célula primitiva presente en MO en la 

generación de HDMO, se desarrolló un modelo de daño hepático mediado por la administración de 

CCl4 y el trasplante de células hematopoyéticas, basado en el descrito por S. Terai y colaboradores 

(Terai et al., 2003). Estos autores describían que, si se realizaba un daño hepático con dos inyecciones 

semanales de CCl4 durante un mes y el trasplante, de 1x105 células de MO procedentes de ratones 

transgénicos para la EGFP, sin realizar ningún protocolo de mieloablación a los ratones receptores, la 

repoblación de células EGFP+ en el hígado era del 25% al mes de su trasplante, y además estas 

 

Figura 21. HDMO derivadas de una 

población LSK EGFP+. Frecuencia de HDMO 

de ratones cuya hematopoyesis ha sido 

reconstituida a partir del trasplante de MO total 

o de una población LSK, todos ellos con daño 

hepático inducido por CCl4, con o sin movilizar. 
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habían sido capaces de transdiferenciarse hacia hepatocitos. Nuestro modelo consistió en inyecciones 

intraperitoneales semanales con CCl4 (n=6) o PBS (n=3) durante seis semanas, después de las cuales 

se trasplantó 1,7x105 células enriquecidas en CMHs según su patrón de expresión Lin-/Sca-1+/EGFP+ 

(lo que suponía un enriquecimiento en CMHs de más de cien veces respecto a una población de 

células totales de MO). Se prosiguió el daño hepático con dos inyecciones semanales de CCl4 durante 

otras dos semanas y se sacrificaron y analizaron los animales una semana después (figura 22).  

 

Se analizó mediante inmunofluorescencia la expresión del marcador hematopoyético CD45 y de 

la expresión de EGFP en secciones hepáticas de  todos los animales, alcanzándose un número 

aproximado de entre 1x106 a 1,5x106 hepatocitos analizados. Aunque el porcentaje de células CD45+ 

eran similares a lo obtenido en otros 

experimentos, no se consiguió identificar 

ni una sola célula EGFP+/CD45+.  

 

La infusión de una población 

altamente enriquecida en células madre 

y progenitores, falló en producir 

procesos de plasticidad, al no poder 

identificar ningún hepatocito EGFP+. Por 

lo tanto, en nuestro diseño experimental, 

células madre o progenitores no son 

capaces de generar HDMO sin que 

hayan injertado previamente y generado 

una hematopoyesis previa en los 

ratones.  

 

 
Figura 22. Protocolo de contribución directa de CMH. Para 

determinar la contribución directa a la formación de HDMO de una 

población enriquecida en CMH, se trató a ratones B6D2F1 durante 6 

semanas con dosis intraperitoneales de CCl4 (flechas rojas). A la sexta 

semana de daño hepático, se trasplantaron con 1x105 células                   

Lin-/Sca-1+/EGFP+ (flecha verde), procedentes de ratones BDGF1. Se 

continuó el daño hepático durante dos semanas más, después de las 

cuales se sacrificaron los animales. Se analizó la presencia de células 

EGFP+ en secciones hepáticas . 
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4. MECANISMO RESPONSABLE DE LA APARICIÓN DE HDMO. 
 

Una vez determinado el origen hematopoyético de los HDMO, pasamos a estudiar el mecanismo 

por el que éstos se generaban. Se han propuesto una serie de mecanismos por los que células de la 

MO son capaces de originar hepatocitos funcionales; los más destacados son: i) un proceso de 

transdiferenciación, en el que células hematopoyéticas perderían su compromiso al linaje 

hematopoyético, convirtiéndose en hepatocitos funcionales (Theise et al., 2000b; Korbling et al., 2002; 

Ishikawa et al., 2003; Terai et al., 2003); ii) fusión celular, donde una célula hematopoyética se 

fusionaría con un hepatocito endógeno, silenciándose el programa hematopoyético (Alvarez -Dolado et 

al., 2003; Vassilopoulos et al., 2003; Wang et al., 2003c; Camargo et al., 2004; Willenbring et al., 2004). 

 

4.1. Implicación de la transdiferenciación o de la fusión celular en la generación de 
HDMO. 

 

Para poder distinguir entre ambos posibles mecanismos, se realizó el mismo protocolo de 

análisis utilizando ahora donadores hembra y receptores macho (figura 23a). Así, si se identificaba un 

hepatocito EGFP+, originado por un mecanismo de transdiferenciación, la célula tendría dotación 

cromosómica de hembra y nunca poseería el Cr-Y. Sin embargo, si ese hepatocito EGFP+ presentase 

también el Cr-Y, indicaría que una célula hematopoyética EGFP+ procedente del donador hembra se 

habría fusionado con un hepatocito endógeno del receptor macho.  

  

Se realizó un trasplante de 1x107 células procedentes de ratones hembra BDGF1, expresando 

constitutivamente la EGFP, en ratones macho P3D2F1 que habían recibido un acondicionamiento 

mieloablativo, consiguiéndose una repoblación hematopoyética de células EGFP+ del 89,1±0,9%. Una 

vez establecida la hematopoyesis a partir de las células exógenas, se les sometió a daño hepático 

seguido de movilización. Tras el sacrificio de los animales, se analizó la presencia del Cr-Y en HDMO. 

Para ello se desarrolló un protocolo para la combinación de técnicas de inmunofluorescencia, Y-FISH e 

inmunohistoquímica en secciones de hígado de ratones dañados con CCl4 y movilizados durante tres 

semanas con G-CSF (n=6; analizados 2 secciones de dos lóbulos hepáticos diferentes por cada ratón). 

 

Se detectó que el 74±7% de los HDMO encontrados en los ratones quiméricos (donador MO    

Cr-Y-/EGFP+, receptor MO Cr-Y+/EGFP-) eran simultáneamente Cr-Y+ y EGFP+, es decir los HDMO 

poseían el Cr-Y de un hepatocito endógeno y la expresión de EGFP de una célula hematopoyética 

(figura 23b). Para garantizar aún mas la naturaleza hepática de estos HDMO (EGFP+/Cr-Y+), se 

identificó la expresión de citoqueratinas específicas (figura 23b2’’’ recuadro). Además, la mayoría de 

ellos poseía dos núcleos: uno grande, redondeado, con muchos nucleolos, característico del núcleo de 

un hepatocito, que era positivo para el Cr-Y; y el otro más pequeño y compacto, que era Cr-Y negativo. 

Ninguna señal de Cr-Y fue detectada en ninguno de los núcleos de las células hematopoyéticas 

infiltradas. Además cuando se analizó la sensibilidad de la técnica, se comprobó que se podía detectar 

de detectar el Cr-Y en el 81±4% de los hepatocitos de ratones macho (n=4). Al no existir diferencias 

significativas entre la resolución de la técnica (IF+FISH) y el porcentaje de HDMO que poseían el Cr-Y, 

podíamos asumir que los HDMO que éramos capaces de identificar fueron originados a través de un 

proceso de fusión celular. Es interesante indicar que a pesar de que se ha identificado fusión entre los 

citoplasmas, no parece que se produzca fusión entre núcleos. Finalmente, nuestros datos sugieren que 
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Figura 23. HDMO se originan mediante fusión celular. a) Diagrama mostrando como, gracias al trasplante de 

células EGFP+ procedentes de ratones BDGF1 hembras en ratones P3D2F1 macho, es posible identificar si el 

mecanismo de aparición de los HDMO transcurre mediante un proceso de transdiferenciación de células 

hematopoyéticas a hepatocitos, o por el contrario, es mediante un proceso de fusión celular entre células 

hematopoyéticas y hepatocitos endógenos. b) Dos diferentes ejemplos de HDMO con el Cr-Y y expresando EGFP 

(b1 y b2); b’, hibridación in situ fluorescente para el Cr-Y (rojo); b’’, expresión de la EGFP (verde);                        

b’’’, superposición de imágenes mostrando la presencia del Cr-Y en HDMO binucleados. Núcleo típico de 

hepatocito con el Cr-Y (flecha amarilla), núcleo más pequeño sin el Cr-Y (punta de flecha amarilla); núcleo de una 

célula hematopoyética sin Cr-Y (asterisco amarillo). Recuadro b2’’’, Marcaje mediante inmunohistoquímica, 

identificando la distribución típica de citoqueratinas hepáticas en un HDMO (flecha roja). 

 

la aparición de HDMO inducido por el daño con CCl4 e intensificado con la movilización con G-CSF, se 

debió principalmente a fenómenos de fusión entre células hematopoyéticas y hepatocitos. 

 

La importancia biológica del proceso de fusión celular es notable. El hecho de que dos células 

sean capaces de fundirse en una sola para que finalmente predomine el fenotipo de una de ellas, abre 

importantes interrogantes sobre la estabilidad de estas células resultantes, así mismo sobre su 

capacidad de reprogramación y su aplicación como posibles terapias.  
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4.2. Mecanismo de la fusión celular in vivo. 
 

Como hemos indicado, se había descrito que la fusión celular entre células hematopoyéticas, 

pertenecientes a la serie mielomonocíticas (Camargo et al., 2004), y hepatocitos endógenos, es la 

causante de la aparición de HDMO. Quisimos conocer la implicación de células mielomonocíticas en el 

proceso de plasticidad observado por nosotros, y más concretamente de los monocitos/macrófagos, 

cuyo número aumentaba en los animales dañados con CCl4 y movilizados con G-CSF (figura 15). Para 

ello decidimos inhibir uno de los procesos de mayor importancia que desarrollan los 

monocitos/macrófagos, como es la fagocitosis, y utilizamos un inhibidor de la ruta fagocítica, como es 

el NH4Cl, que impide la unión entre el endosoma y el lisosoma en el proceso de fagocitosis (Hart et al., 

1983; Hart and Young, 1991). Recurriendo de nuevo a ratones quiméricos hembras P3D2F1, un grupo 

de animales fue sometido a un proceso de daño hepático, consistente en inyecciones semanales 

intraperitoneales de CCl4 durante un periodo de cuatro semanas y simultáneamente a la mitad de estos 

animales se les administró tres ciclos semanales de G-CSF. A un segundo grupo de  animales no se 

les dañó, pero sí se movilizó con tres ciclos de  G-CSF. Finalmente, cinco días después del final del 

daño, se inyectó NH4Cl a la mitad de los ratones de los diferentes grupos, y dos días más tarde fueron 

sacrificados y analizados (figura 24a). 

 

Mediante análisis de inmunofluorescencia identificando las células CD45+ y EGFP+, se determinó 

la infiltración hematopoyética presente en el hígado en los diferentes grupos de ratones. Se observó 

una fuerte presencia (más del 50%) de células hematopoyéticas presentes en el hígado (figura 24b y 

24c). En anteriores experimentos se había alcanzado una infiltración hematopoyética  en el hígado de 

algo más del 30%. Esta diferencia podría deberse a que analizamos el estado del hígado tan sólo una 

semana después del último tratamiento con CCl4. En cambio, en anteriores ocasiones, el momento del 

análisis fue un mes después del proceso de daño hepático, habiéndose reducido considerablemente la 

presencia de células hematopoyéticas en el hígado. Cuando se cuantificó la presencia de células 

hematopoyéticas en el hígado de los cuatro grupos de animales (figura 24c), apenas se apreció 

variación del porcentaje. En el grupo que se administró NH4Cl la infiltración hematopoyética sufrió un 

leve incremento de hasta 59,66±1,83%, observándose una mayor presencia de células 

mielomonocíticas, fácilmente distinguibles por su morfología. El tratamiento con NH4Cl no aumentó por 

lo tanto el porcentaje de infiltración hematopoyética en el hígado de los animales con daño hepático o 

sin él. 

 

En todos los ratones de los diferentes grupos se identificó la presencia de HDMO, siguiendo los 

parámetros descritos previamente de fenotipo  EGFP+/CD45- y morfología hepática (figura 24d). Se 

observaron grandes diferencias en el número de HDMO identificados en cada grupo. La frecuencia de 

aparición en los ratones que sólo habían sido dañados fue la esperada, de 0,17±0,03 HDMO por cada 

1x104 hepatocitos (figura 24e), pero cuando además se le administró NH4Cl, la frecuencia de HDMO se 

incremento 4,6 veces (0,81 HDMO/1x104 hepatocitos). Comparando el efecto de la movilización 

conjuntamente con el daño hepático, se consiguió 1,23±0,20 HDMO/1x104 hepatocitos, lo que se 

traducía en un aumento significativo (p<0,05) de 7 veces con respecto al grupo tratado sólo con CCl4; 

pero una mayor frecuencia de HDMO, 1,71±0,01 HDMO/1x104 hepatocitos, se observó en el grupo 

que, además de ser movilizados junto con el daño, se les administró el inhibidor lisosomal, lo que era 

9,7 veces superior al grupo solamente dañado. 

 

Estos datos nos sugirieron que los procesos que intervienen en la función fagocítica del linaje 

mielomonocítico, estarían interviniendo en los procesos de fusión celular entre células 

monomacrofágicas y hepatocitos endógenos. 
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Figura 24. Influencia de la interacción 

fagosoma-endosoma en la generación de 

HDMO. a) Esquema del protocolo. Tratamiento con  

10% de CCl4 (flechas rojas); ciclos de G-CSF 

(flechas azules); dosis de NH4Cl (flecha gris). b) 

Fotografía de una sección hepática de un ratón que 

tratado con CCl4,  G-CSF y NH4Cl. Marcaje para 

CD45 (rojo), la expresión de EGFP (verde) y los 

núcleos teñidos con DAPI (azul). c) Cuantificación 

de la infiltración hematopoyética en el hígado de 

los ratones de los diferentes grupos. d) Fotografía 

de un HDMO encontrado en un hígado de un ratón 

con morfología hematopoyética, localizada en el 

hígado de un ratón tratado con CCl4,  G-CSF y 

NH4Cl. e) Cuantificación de la presencia de HDMO 

en los ratones con los diferentes protocolos. Las 

diferencias significativas están indicadas (p<0,05). 
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5. REPROGRAMACIÓN NUCLEAR. 
 

La generación de líneas de células madre embrionarias y animales clonados mediante 

transferencia de núcleos somáticos, ha demostrado que el citoplasma de un oocito puede reprogramar 

el núcleo de una célula somática a un estado embrionario (Armstrong et al., 2006). En nuestros 

experimentos de plasticidad hemos demostrado que, en condiciones de daño, las células 

hematopoyéticas se fusionan con hepatocitos originando HDMO, los cuales expresan proteínas 

hepáticas específicas (albúmina, CEA, citoqueratina hepáticas) y dejan de expresar proteínas 

hematopoyéticas (CD45, F4/80). Para profundizar más en los fenómenos de reprogramación nuclear 

que tienen lugar en el núcleo hematopoyético de los HDMO, investigamos los cambios que sufrían 

éstos una vez que se había producido la fusión celular. 

 

5.1. Morfología de los núcleos de los HDMO. 
 

En procesos de formación de heterocariontes in vitro, se ha demostrado que el proceso de fusión 

celular es capaz de reprogramar uno de los núcleos de las células fusionadas, silenciando su programa 

de expresión para activar un programa de expresión similar al del núcleo dominante (Cowan et al., 

2005; Terranova et al., 2006). A este proceso se le denomina reprogramación nuclear, y ocurre también 

en los procesos de transferencia nuclear (Armstrong et al., 2006). 

 

Terranova y colaboradores, describen como durante la fusión entre células musculares y 

linfocitos B, se produce la reprogramación de los núcleos de los linfocitos B desde un programa de 

expresión hematopoyético a uno específico de células musculares, acompañado con un cambio de 

morfología de estos núcleos, asemejándose a los de las células musculares. El proceso de 

reprogramación de los núcleos de los linfocitos B transcurriría en dos etapas: la primera, de 

silenciamiento del programa de expresión hematopoyético y la segunda de activación del programa 

muscular; esto se produce gracias a modificaciones epigenéticas, como deacetilaciones en el caso de 

la inactivación de genes hematopoyéticos  (Terranova et al., 2006). Quisimos conocer si en el proceso 

de fusión celular observado por nosotros, los núcleos de las células hematopoyéticas fusionadas en los 

HDMO, sufrían un proceso similar. Para ello nos basamos en el hecho de que la intensidad de 

fluorescencia de un núcleo teñido con DAPI depende, no sólo de la cantidad de ADN, sino también de 

la estructura de su cromatina. Las regiones donde la cromatina está muy compactada, corresponden a 

zonas donde los genes están inactivos. El DAPI se une al ADN preferentemente en regiones accesibles 

de la cromatina, como los nucleolos, que son zonas transcripcionalmente muy activas; por el contrario 

en regiones menos accesibles con genes inactivos, el DAPI dará una señal mucho menor. Podríamos 

así determinar, según la fluorescencia producida por el DAPI, el grado de activación o de inactivación 

de un núcleo (Darzynkiewicz et al., 1984; Myc et al., 1992; Mascetti et al., 2001). 

 

Los HDMO poseían un número variable de núcleos, desde 1 hasta incluso 4; estos núcleos 

teñidos con DAPI presentaban un aspecto claramente distinguible (figura 25). Se establecieron tres 

grupos de núcleos diferentes, según su tamaño y el patrón de tinción que originaba el DAPI: 

 

Tipo I: núcleos grandes con morfología de núcleo hepático, forma esférica y con numerosos 

nucleolos brillantes, identificados por una fluorescencia del DAPI brillante. 
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Tipo II: núcleos de tamaño mediano, morfología esférica, distribución de la cromatina 

homogénea, DAPI muy poco intenso en la mayor parte del núcleo, y con muy pocos nucleolos. 

 

Tipo III: núcleos pequeños con morfología de núcleo de célula hematopoyética, distribución de la 

cromatina homogénea, con una señal intensa debida al DAPI, y pocos nucleolos.  

 

Se localizaron  57 núcleos en un grupo de 35 HDMO (tabla 5), identificados en 21 secciones 

hepáticas de 7 animales distintos; 29 de estos núcleos (50,88% del total de núcleos de HDMO) se 

clasificaron como tipo I, 17 (29,82%) correspondían a núcleos tipo II y 11 (19,30%) eran núcleos tipo III. 

 

Los núcleos de los HDMO tipo I y III presentaban una tinción con DAPI similar al de los núcleos 

de los hepatocitos endógenos o a los núcleos de células hematopoyéticas respectivamente, lo que 

indicaba que su nivel de condensación era similar; por el contrario la señal del DAPI de los núcleos tipo 

II era mucho menor tanto en los núcleos hepáticos como en los hematopoyéticos, indicándonos que su 

cromatina estaba mucho más condensada y que poseían muchos menos genes activos. 

 

Para determinar la procedencia celular de los diferentes núcleos de los HDMO, se analizó por   

Y-CISH la presencia o no del Cr-Y. Mientras que los hepatocitos endógenos carecían de Cr-Y, al ser 

hembras los animales receptores, las células hematopoyéticas sí que poseían el Cr-Y en sus núcleos. 

 
Figura 25. Morfología de los núcleos de HDMO: a) Fotografías de secciones hepáticas teñidas DAPI (izquierda), 

donde se indican tres ejemplos de los tres tipos de núcleos definidos: núcleo tipo I, núcleo tipo II y núcleo tipo III. Las 

zonas con una mayor fluorescencia corresponden a los nucleolos. Colocalización del marcaje con DAPI y la expresión 

de la EGFP (derecha). b) Fórmula matemática utilizada para el cálculo de RF. c) Cuantificación de los valores de RF 

de los distintos tipos de núcleos: núcleo de células hepáticas, núcleos hematopoyéticos y núcleos de los HDMO (tipo 

I, II y III). Se representan las diferencias significativas (p<0,05,Ø).  
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Siete HDMO fueron analizados por Y-CISH, identificándose en ellos un total de 15 núcleos de distintas 

morfologías (7 del tipo I, 6 del tipo II y 2 del tipo III); 6 núcleos del tipo I eran Y-Cr-, indicándonos su 

presencia en los HDMO antes del proceso de fusión celular; por el contrario el resto de todos los 

núcleos, incluido un núcleo tipo I, sí que eran positivos para el Cr-Y, indicándonos que procedían de las 

células hematopoyéticas que se habían fusionado (figuras 26a y 27a). 

 

Se quiso cuantificar el grado de condensación de los núcleos mediante el cálculo de sus 

densidades de fluorescencia emitidas por el DAPI (DFDAPI), para lo que se utilizó el programa 

informático Image Tool 3.00. Se calculó DFDAPI de cada núcleo de los diferentes HDMO, y de los 

núcleos de tres hepatocitos y de los núcleos de tres células hematopoyéticas en la misma imagen en la 

que estaba cada HDMO. Con los valores obtenidos, se calculó la relación de fluorescencia (RF) entre 

el valor de DFDAPI de los diferentes núcleos (núcleos del HDMO, núcleos de las células 

hematopoyéticas control y núcleos de los tres hepatocitos control) respecto al valor medio de DFDAPI de 

los tres núcleos de hepatocitos control que existía en cada campo donde se había localizado un HDMO 

(figura 25b). De las distintas imágenes donde existían HDMO se obtuvieron distintos valores constantes 

de RF para los núcleos de los hepatocitos, núcleos de las células hematopoyéticas y para los núcleos 

de los HDMO, tanto del tipo I, II o III. Si el valor de RF era mayor a 1, indicaba que existía una mayor 

densidad de fluorescencia debida al DAPI en un determinado núcleo respecto a sus núcleos controles 

hepáticos, y por lo tanto su cromatina estaba menos condensada y más activos sus genes; por el 

contrario si el RF era menor a 1, su DF era menor que la de los núcleos control al ser su cromatina más 

inaccesible al DAPI, indicando que estaba en un estado mas inactivo. El valor de RF para los núcleos 

de los hepatocitos (RFN Hep) fue 1,00±0,01 (n=105); para los núcleos de las células hematopoyéticas 

(RFN Hem) su valor de RF fue 1,16±0,02 (n=105) y era significativamente superior al RFN Hep (p<0,05). 

Los valores de RF para los núcleos de los HDMO fueron: 0,982±0,031 para los tipo I (n=29), 0,75±0,03 

para los del tipo II (n=17) y 0,92±0,09  para los del tipo III (n=11); sólo el RFtipo II era significativamente 

inferior al  RFN Hep (p<0,05), indicándonos que estos núcleos tipo II estaban más condensados y por lo 

tanto más inactivos (tabla 5 y figura 25c). 

 

En resumen, nuestros datos indicaban que en el momento de la fusión celular, comienza un 

proceso de reprogramación celular en los núcleos de las células hematopoyéticas, que se manifiesta 

con un cambio en su morfología y una mayor condensación en su cromatina.  

5.2. Pérdida del programa hematopoyético. 
 

Para identificar el silenciamiento de genes hematopoyéticos, se comprobó la desaparición del 

factor nuclear PU.1, específico de tejido hematopoyético e implicado en el desarrollo y en la actividad 

tanto mieloide como linfoide, de los núcleos de origen hematopoyéticos presentes en HDMO. Se 

identificó conjuntamente, mediante técnicas de inmunofluorescencia, la expresión de EGFP y la 

presencia del factor nuclear hematopoyético PU.1 (figura 26a). De 13 HDMO identificados en las 

preparaciones en las que se localizaron EGFP y PU.1, tan solo en un núcleo de uno de los HDMO, 

estaba presente el factor nuclear hematopoyético PU.1. Este núcleo tenía una morfología muy similar a 

la de los núcleos de las células hematopoyéticas cercanas; en cambio el resto de los 20 núcleos 

analizados para identificación de PU.1 en los HDMO, carecían de él, al igual que los núcleos del resto 

de los hepatocitos, indicándonos que el programa hematopoyético se habría silenciado también a nivel 

de proteínas específicas nucleares.  
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Se cuantificó la presencia de PU.1 en cada uno de estos núcleos, para lo cual se obtuvieron los 

valores de densidad de fluorescencia media de cada núcleo (DF), mediante el programa de análisis de 

imagen Image Tool 3.00, a partir de los cuales se definió el índice de fluorescencia (IF). El valor de IF 

para cada núcleo de un HDMO se calculó teniendo en cuenta los valores medios de DF tanto de los 

núcleos de los hepatocitos como el de los de las células hematopoyéticas de cada imagen, con lo que 

dicho valor DF es independiente de las condiciones de marcaje para cada preparación, y de la 

adquisición de la imagen. El valor de IF de un núcleo correspondía al valor resultante de extrapolar su 

valor de DF a la ecuación de una recta, definida por los valores de DF de los núcleos de las células 

controles de cada imagen y cuyos valores de IF de PU.1 (IFPU.1), que serían de 1 para los núcleos 

hematopoyéticos, al ser los controles positivos para la presencia del marcador nuclear hematopoyético, 

y de 0 para los tres núcleos de hepatocitos por carecer de PU.1 (figura 26b).  

 

Se representó el valor de IFPU.1 de los diferentes núcleos (20 núcleos analizados para la 

expresión de PU.1, en 13 HDMO diferentes) conforme a la clasificación morfológica. Como se ve en la 

figura 26c, los núcleos localizados en  los HDMO tipo III presentan una IFPU.1 de 0,40±0,14 (n=6), en 

cambio  los tipo I y tipo II, presentan unos valores de IFPU.1 significativamente inferiores (p<0,05) de 

 

Figura 26. Análisis de la presencia de PU.1 en los núcleos de los HDMO: a) Fotografías de secciones 

hepáticas teñidas mediante inmunofluorescencia para visualizar: expresión de EGFP (verde), presencia de PU.1 

(rojo) y núcleos (DAPI, azul). a1 y a2, dos ejemplos de HDMO donde no se detecta la presencia de PU.1 en sus 

núcleos; núcleo de célula hematopoyética PU.1+ (Ø). a’2, detección del Cr-Y mediante Y-CISH; presencia de Cr-Y 

en los dos núcleos del HDMO (flechas negras) y en el núcleo de una célula hematopoyética PU.1+ (Ø). b) Fórmula 

matemática utilizada para el cálculo de IFPU.1. c) Cuantificación de los valores de IFPU.1 de los distintos tipos de 

núcleos: núcleo de células hepáticas, núcleos hematopoyéticos y núcleos de los HDMO (tipo I, II y III). Se 

representan las diferencias significativas (p<0,05,Ø).  
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0,13±0,03 (n=11) y 0,05±0,02 (n=3) respectivamente, muy semejante al valor 0 de los núcleos de los 

hepatocitos controles. 

 

Con el fin de identificar el proceso de pérdida de factores nucleares hematopoyéticos en los 

núcleos de las células hematopoyéticas fusionadas, se estudió en los HDMO analizados por Y-CISH, la 

presencia de PU.1 en los núcleos Cr-Y+. De tres HDMO, se identificaron tres núcleos Cr-Y+; uno de 

ellos poseía una morfología tipo III y era positivo para PU.1 (IFPU.1=1,00) indicándonos que tal vez 

correspondía a un estadio inicial en la fusión celular; los otros dos núcleos Cr-Y+ se localizaron en un 

mismo HDMO (figura 26a2) y eran ambos del tipo II, con una baja presencia de PU.1 (valores de IFPU.1 

de 0,02 y 0,09 respectivamente); estos núcleos habían sufrido un cambio en su morfología y en su 

expresión de marcadores nucleares hematopoyéticos durante el proceso de fusión celular. Los núcleos 

de los HDMO endógenos (Cr-Y-) carecían de PU.1, con unos valores de IFPU.1 similares al de los 

núcleos de los hepatocitos controles. 

 

5.3. Ganancia del programa hepático. 
 

De un modo similar al análisis de presencia de PU.1, se efectuó la localización de un factor 

nuclear hepático, que controlaba la expresión de numerosos genes hepáticos específicos, y que se 

expresaba en hepatocitos maduros, como es HNF-1. Se desarrolló un protocolo para detectar por IF la 

presencia de HNF-1 en los núcleos de las células presentes en cortes de hepáticos de 5µm. Como se 

muestra en la figura 27a  se detectaron HDMO, cuyos núcleos poseían este factor de transcripción 

hepático. De un total de 22 HDMO localizados, con un número de 37 núcleos, en todos ellos se 

identificó el factor de transcripción HNF-1 (tabla 5). 

 

Al igual que en el apartado anterior, se definió un IF de HNF-1 (IFHNF-1), mediante el ajuste por 

una recta definida por los valores de DF de HNF-1 de los núcleos controles (figura 27b), siendo el valor 

de IFHNF-1 igual a 1 en los núcleos en los hepatocitos y 0 en los de las células hematopoyéticas. 

 

Los valores calculados de IFHNF-1 se clasificaron según el tipo de morfología que poseyera el 

núcleo del HDMO (figura 27c), observándose, que los núcleos con una morfología más parecida a los 

núcleos hematopoyéticos (tipo III) presentaban un valor de IFHNF-1 igual a 0,64±0,11 (n=4), a diferencia 

de los núcleos tipo I o tipo II, cuyos valores de IFHNF-1 eran 0,99±0,13 (n=18) y 0,95±0,11 (n=13), 

valores que corresponden por completo a un hepatocito endógeno. 

 

Como en el caso anterior, también se desarrolló la colocalización de EGFP, HNF-1 y del Cr-Y 

mediante la combinación de IF y Y-CISH. Se analizó la presencia del Cr-Y en 4 HDMO en un total de 

10 núcleos: 4 de ellos carecían del Cr-Y además de ser del tipo I, indicando su presencia en los 

hepatocitos antes del proceso de fusión celular; los 6 restantes eran originarios de células 

hematopoyéticas, incluyendo un núcleo tipo I que además presentaba unos niveles altos de HNF-1 

(IFHNF-1=0,81) (figura 27a3); se identificó un núcleo tipo III Cr-Y+ con presencia de HNF-1                

(IFHNF-1=0,49), que por su morfología semejante a los núcleos hematopoyéticos y aún sin poseer una 

gran cantidad de HNF-1, indicaría que estaba comenzando su reprogramación nuclear. 
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Figura 27. Análisis de la presencia de HNF-1 en los núcleos de los HDMO. a) Fotografías de secciones 

hepáticas teñidas mediante inmunofluorescencia para visualizar: expresión de EGFP (verde), presencia de HNF-1 

(rojo) y núcleos (DAPI, azul). a1, a2, a3 y a4 ejemplos de HDMO donde se detecta la presencia de HNF-1 en sus 

núcleos; núcleo de célula hematopoyética HNF-1- (Ø). a’3 y a’4 se desarrolló la detección del Cr-Y mediante Y-CISH, 

presencia de Cr-Y en los núcleos de los HDMO (flechas negras) y en el núcleo de una célula hematopoyética HNF-1- 

(Ø). b) Fórmula matemática utilizada para el cálculo de IFHNF-1. c) Cuantificación de los valores de IFHNF-1 de los 

distintos tipos de núcleos: núcleos de células hepáticas, núcleos hematopoyéticos y núcleos de los HDMO (tipo I, II y 

III). Se representan las diferencias significativas (p<0,05,Ø ).  
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Núcleo tipo I Núcleo tipo II Núcleo tipo III  

 HDMO Núcleo A Núcleo B Núcleo C Núcleo D Núcleo E Núcleo F 

1 1,181 0,296         0,558 0,570 

2 0,861 0,097         0,789 0,210 

3 1,276 0,090 1,113 0,122         

4 1,214 0,035           

5           0,758 0,143 

6 0,975 0,005           

7 0,841 0,066           

8 0,667 0,370         1,605 0,057 

9 0,991 0,120         0,865 0,440 

10       0,781 0,038     

11 0,670 0,198           

12       0,771 0,025 0,869 0,086   

P
U

.1
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o

p
o

yé
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13 1,098 0,024         1,174 1,000 

14 0,981 0,770         0,861 0,403 

15 0,922 0,846           

16       0,852 0,888     

17       0,796 0,950     

18       1,006 1,394     

19 1,033 0,402 1,105 1,139         

20 0,890 0,521           

21 0,951 1,914           

22 0,912 1,211           

23 1,388 1,541         1,125 0,782 

24       0,760 1,723     

25       0,633 1,060     

26       0,633 1,000     

27 1,012 1,123         0,705 0,877 

28 1,010 0,559     0,707 0,966     

29 0,935 1,431 0,920 2,255         

39       0,663 0,348     

31   0,972 0,257   0,887 1,029     

32 1,204 1,245     0,752 0,714 0,545 0,245   

33 0,750 0,557 0,826 0,771 0,815 0,814 0,620 1,071     

34 0,954 0,541         0,836 0,492 

H
N

F
-1

 
M

ar
ca
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o

r 
h

ep
át

ic
o

 

35       0,708 0,945     

RF 0,982±0,031 (n=29) 0,751±0,028 (n=17) 0,916±0,086 
(n=11) 

IMFPU.1  (HDMO 
1-13) 

0,129±0,035 (n=11) 0,050±0,019 (n=3) 0,403±0,143 
(n=6) 

IMFHNF-1 (HDMO 
14-35) 

0,994±0,127 (n=18) 0,940±0,106 (n=14) 0,638±0,113 
(n=5) 

 RF IMFPU.1 IMFHNF-1 

Núcleos hepáticos 1,000±0,010 (n=105) 0 (n=39) 1 (n=66) 

Núcleos hematopoyéticos 1,156±0,022 (n=105) 1 (n=39) 0 (n=66) 

 Tabla 5. Análisis de la reprogramación nuclear: En cada fila se representan los valores de todos los núcleos encontrados 

por cada HDMO, clasificados atendiendo a su morfología (tipo I, tipo II o tipo III) .  Para cada núcleo se ha calculado su 

correspondiente valor de RF (números azules) y de IF para los dos factores nucleares analizados (números rojos). La 

presencia del factor de transcripción hematopoyético, PU.1, se ha analizado en los núcleos de los HDMO desde el 1 hasta el 

13. La presencia del factor nuclear hepático, HNF-1,  se determinó en los núcleos de los HDMO desde el 14 al 35.  Las últimas 

filas recogen los valores medios de los valores de RF e IF, para los núcleos de HDMO, hepatocitos y células hematopoyéticas. 
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1. MODELO DE DAÑO HEPÁT ICO INDUCIDO POR CCl4 Y MOVILIZACIÓN CON G-CSF. 
 

1.1. Daño hepático inducido por el tratamiento continuado con CCl4. 
 

En la presente memoria nos hemos basado en un modelo muy utilizado para producir daño 

hepático, como es la administración de CCl4. El mecanismo de acción del CCl4 se debe principalmente 

a su activación a través de diversos citocromos presentes en los hepatocitos, gracias a los cuales se 

originan radicales capaces de oxidar ácidos grasos esenciales para el mantenimiento de la 

permeabilidad de las membranas celulares (Weber et al., 2003). Este tóxico provoca una serie de 

efectos, como son fibrosis, muerte hepatocelular o carcinogénesis. 

 

En primer lugar, hemos reproducido esta toxicidad hepática mediante la administración 

continuada de una solución de CCl4. Durante el tiempo de tratamiento con CCl4 se observó una 

disminución en el peso de los animales y  una alteración en los niveles plasmáticos de GPT, GOT y 

bilirrubina, indicativos de la función hepática. A diferencia de lo que ocurre con estos parámetros 

plasmáticos, cuyos valores retornan a niveles basales rápidament e, se ha observado que incluso un 

mes después de la administración de CCl4, se aprecian múltiples diferencias estructurales en el 

parénquima hepático de los animales tratados. El hecho de que exista un mayor número de células 

ovales  (reacción oval), indica una activación de la regeneración hepática a partir de los progenitores 

hepáticos y no sólo a partir de los hepatocitos preexistentes, efecto que también se produce en otros 

modelos de daño hepático (Kofman et al., 2005). 

 

En el momento previo al comienzo de la administración de G-CSF se observó que los animales 

que habían recibido CCl4, partían de unos valores de leucocitos totales y de CMHs en SP más altos 

que los ratones no dañados. Esta capacidad movilizadora del CCl4 se pone aún más de manifiesto al 

analizar el porcentaje de granulocitos, donde se aprecia que este compuesto hepatotóxico 

principalmente estimula el incremento de células monocíticas. Por otro lado, se aprecia una mayor 

presencia de infiltración hematopoyética en los cortes histológicos de los hígados de estos ratones 

dañados. Ya otros autores han descrito la capacidad de movilización del tejido hepático en condiciones 

de daño, debido a que secretan citoquinas, como  SDF-1 (Dalakas et al., 2005; Kucia et al., 2005a) o el 

propio G-CSF (Krishnaswamy et al., 1999), capaces de reclutar células hematopoyéticas, 

especialmente células del sistema fagocítico mononuclear que intervienen en procesos inflamatorios 

(Hume, 2006). En nuestro caso, hemos demostrado que al producir un daño hepático, se produce un 

reclutamiento de células hematopoyéticas hacia la zona de lesión, produciéndose también un 

incremento de su número en SP. 

 

Todos estos indicadores (reducción de peso, parámetros plasmáticos, aspecto histológico, 

células ovales y reclutamiento de células hematopoyéticas) nos garantizaban la efectividad del 

tratamiento continuado con CCl4 para inducir daño hepático.  

 

1.2. Movilización hematopoyética con la administración reiterada de G-CSF. 
 

Se observó una respuesta desigual a los tres diferentes ciclos de movilización con G-CSF. Así, 

tanto en el primer ciclo de movilización, como en el segundo, se produjo un incremento en el número 
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total de leucocitos en SP. Este incremento con los dos primeros ciclos de G-CSF, también se observa 

teniendo en cuenta la proporción de granulocitos, monocitos y la población de células LSK presentes 

en SP.  La disminución del porcentaje de células linfoides se debe al fuerte incremento de granulocitos 

y monocitos en SP con los ciclos de G-CSF. La movilización con un tercer ciclo de G-CSF no ejerció el  

efecto esperado y similar a los anteriores (figura 11). No se produjo un aumento en el número de 

leucocitos, ni aumentó la proporción de granulocitos en SP. Sin embargo, este tercer ciclo sí que 

mantuvo su capacidad movilizadora de células LSK y de monocitos, aunque sus valores fueron 

menores que en ciclos anteriores (figuras 11e y f). La falta de efecto de G-CSF no se debió al 

agotamiento del compartimiento de CMHs, como se comprueba en el ensayo de repoblación 

competitiva (figura 12), ni a una posible desensibilización de las CMHs, ya que éstas sí respondieron 

correctamente al tercer tratamiento con G-CSF.  

 

El mecanismo por el que G-CSF es capaz de movilizar células hematopoyéticas, se basa 

principalmente en que causa la proteólisis de diversas interacciones que retienen estas células en la 

MO (Petit et al., 2002; Semerad et al., 2005). También la acción del G-CSF, reduciendo la capa 

osteoblastos (Katayama et al., 2006) es decisiva para la eliminación de estas interacciones, como por 

ejemplo la mediada por el receptor CXCR-4 y su ligando SDF-1. Posiblemente, con dosis de G-CSF tan 

reiteradas, el sistema de retención de las células hematopoyéticas susceptibles a la acción del G-CSF, 

no tenga tiempo para restaurarse. También podría deberse a una desensibilización de los osteoblastos 

por la acción del G-CSF (Cancelas and Williams, 2006), con lo que no sería efectivo ningún nuevo ciclo 

de G-CSF. Esta saturación del sistema de liberación de la MO de células hematopoyéticas mediado por 

G-CSF, podría explicar también la diferencia observada en el número de leucocitos en SP de los 

ratones no dañados con respecto a los dañados con el segundo ciclo de G-CSF ya que, teniendo en 

cuenta que con el daño hepático también somos capaces de aumentar el número de leucocitos en SP, 

tal vez en los ratones dañados se tenga como punto de partida un sistema de movilización mediado por 

G-CSF más fácilmente saturable, que ya es visible en el segundo ciclo de G-CSF. 

 

En el ensayo de repoblación competitiva, se valoró el contenido de progenitores en MO después 

del tratamiento con CCl4 y los tres ciclos de G-CSF. Como se indicó anteriormente, todos los grupos 

fueron capaces de injertar y de mantener constante su participación en la hematopoyesis quimérica. 

Esto nos indicaba que el protocolo de daño hepático mediante CCl4 y la posterior movilización con      

G-CSF no eran nocivos para el sistema hematopoyético. 
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2. ESTUDIO DE PROCESOS DE PLASTICIDAD DE CÉLULAS DE MO EN UN MODELO 
DE DAÑO HEPÁTICO EN RATÓN. 

 

2.1. Expresión de EGFP en la mayoría de células derivadas de la MO. 
 

Para la caracterización de los procesos de plasticidad de células de MO en el hígado, es requisito 

fundamental identificar todas las células derivadas de MO. Para ello, desarrollamos un modelo de 

ratones quiméricos, mediante el trasplante de MO proveniente de ratones transgénicos para la 

expresión de la EGFP bajo el control de un promotor ubicuo (β-actina). De esta forma se garantizaba 

que las células derivadas de la MO trasplantadas expresasen EGFP. Se observó que no todas las 

células hematopoyéticas exógenas de los animales quiméricos expresaban EGFP. También se observó 

esta variación en la expresión del transgén en los propios ratones donadores de MO donde existía, 

tanto en SP como en hígado, un 10-15% de las células que no expresaban el transgén. Consideramos 

que este porcentaje no invalidaría el modelo y que, en todo caso, iría en detrimento de nuestros 

posibles resultados.  

 

2.2. Aumento de células hematopoyéticas infiltradas en el hígado. 
 

El reclutamiento de leucocitos por parte del hígado en situaciones de daño es bien conocido. De 

hecho, los procesos de inflamación crónica que se producen en el hígado ocurren cuando los 

mecanismos que reclutan los leucocitos están afectados (Lalor and Adams, 1999). El proceso de 

reclutamiento de células hematopoyéticas al parénquima hepático ocurre en varias etapas: i) Los 

receptores de las células endoteliales capturan a los leucocitos del torrente sanguíneo; ii) Este anclaje 

activa a los leucocitos, fortaleciendo su retención en el endotelio hepático; iii) La secreción de 

citoquinas desde células de la sinusoide hepática, provoca cambios conformacionales en los 

leucocitos, reorganizando su citoesqueleto, lo que facilita su paso a través de la monocapa endotelial y 

su infiltración en el tejido; iv) Una vez dentro del parénquima hepático, los leucocitos son guiados a la 

zona de inflamación mediante gradientes de citoquinas.  

 

En nuestro modelo de daño hepático inducido por CCl4 se ha conseguido un aumento de células 

hematopoyéticas infiltradas en el hígado.  En los animales control,  el 15,2±1,4% de las células 

presentes en el hígado fueron hematopoyéticas y en los ratones tratados con CCl4, se alcanzó el 

22,7±1,2%. Se produce por tanto, un reclutamiento de leucocitos desde SP hasta el hígado, como 

consecuencia del daño. Cuando se movilizó con G-CSF al grupo con daño hepático, se observó una 

correlación entre el número de ciclos de movilización con G-CSF y el porcentaje de células 

hematopoyéticas presentes en el hígado, alcanzándose hasta un 33,2±1,8% con tres ciclos de G-CSF. 

 

Este mismo efecto se observó cuando se analizó la presencia de macrófagos en el hígado. Se 

observó que en el grupo control, el 10,5±0,2% de las células eran macrófagos, incrementándose 

levemente en los animales con daño hasta el 12,3±0,4%. Sin embargo, cuando el grupo dañado fue 

movilizado durante tres semanas con G-CSF, este valor aumentó hasta el 20,2±2,9%. En cambio, en 

los ratones sin daño, la movilización no provocó esta fuerte presencia de macrófagos en el parénquima 

hepático.  
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El hecho de que G-CSF aumente el porcentaje de leucocitos en SP, tanto en los animales 

dañados como no dañados, pero que sólo haya una mayor presencia de células hematopoyéticas en el 

hígado en el grupo tratado con CCl4, nos indica la existencia de un efecto de cooperación entre el 

aumento de células hematopoyéticas en SP debido al G-CSF y su reclutamiento al parénquima 

hepático, gracias a las señales que existen en el hígado dañado. Esto puede deberse simplemente al 

hecho de que la movilización con G-CSF aumente el número de leucocitos en SP, y por tanto posibilite 

un mayor reclutamiento al parénquima hepático dañado, ya que se secretan las citoquinas necesarias 

para ello. En conjunto, el modelo nos permitía aumentar y dirigir la presencia de células 

hematopoyéticas al hígado. 

 

2.3. Modelo de plasticidad de MO a hígado. 
 

El modelo experimental establecido nos ha permitido estudiar los procesos de plasticidad de 

células derivadas de MO hacia hepatocitos, comprobando la existencia de HDMO. 

 

 Para garantizar la identificación de células derivadas de MO como HDMO, se han seguido una 

serie de criterios: i) identificación como células derivadas de MO, gracias a su expresión de EGFP; ii) 

morfología de hepatocito: deben ser células grandes y poligonales con un citoplasma regular, poseer 

uno o varios núcleos grandes con nucleolos prominentes, y una razón núcleo/citoplasma baja o 

moderada; iii) integración dentro del entramado del parénquima hepático; iv) carencia de expresión de 

proteínas específicas de células hematopoyéticas, como por ejemplo CD45 (Thomas, 1989); v) 

expresión de marcadores específicos de funciones de los hepatocitos maduros, como son 

citoqueratinas hepáticas, proteínas necesarias para el transporte de ácidos biliares, producción y 

acumulación de albúmina y de glucógeno, o de factores nucleares como es el HNF-1. 

 

  Considerando estos requisitos, se ha conseguido identificar HDMO en el hígado de ratones 

tratados con CCl4, aunque con una frecuencia muy baja (1 HDMO por cada 250.000 hepatocitos). 

 

La presencia de HDMO ha sido ampliamente discutida, presentando una gran variabilidad 

(revisado en tabla 2 y en la referencia (Thorgeirsson and Grisham, 2006)).  Parece claro que si el 

hígado ha sido dañado, la incidencia de HDMO aumenta (Petersen et al., 1999; Theise et al., 2000b; 

Terai et al., 2003; Jang et al., 2004). Nuestros datos sugieren que es necesario este daño para detectar 

HDMO, aunque su incidencia es muy baja.  

 

Aunque resulte necesario dañar el hígado para la aparición de HDMO, no todos los tipos de daño 

son capaces de favorecer este fenómeno. Tal es el caso de la hepatectomia parcial, que es incapaz de 

favorecer los procesos de plasticidad (Fujii et al., 2002). En otros modelos similares al utilizado por 

nosotros, basado en daño hepático inducido por CCl4, se consiguen frecuencias de HDMO similares a 

las nuestras (Wagers et al., 2002; Kanazawa and Verma, 2003; Abedi et al., 2004a; Cantz et al., 2004; 

Jang et al., 2004; Stadtfeld and Graf, 2005). No obstante, en el trabajo de Terai y colaboradores, 

basandose también en un protocolo de daño con CCl4, se consiguieron hasta un 25% de contribución al 

hígado por parte de los HDMO (Terai et al., 2003). Estos investigadores identificaron las células de MO 

en el hígado mediante la adquisición de marcadores específicos del desarrollo hepático temprano 

(HNF-4 y Liv2). Por el contrario, los requisitos requeridos por nosotros para identificar células derivadas 

de MO como HDMO han sido mucho más restrictivos, como por ejemplo la expresión de marcadores 
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de hepatocitos maduros o una morfología similar a la de los hepatocitos vecinos. Esta diferencia puede 

ser la responsable de las diferencias de frecuencias de HDMO entre su modelo y el nuestro.  

 

2.4. La movilización con G-CSF aumenta los HDMO en ratones con daño hepático. 
 

Hemos descrito que el tratamiento con G-CSF incrementa la aparición de HDMO en el hígado de 

los ratones dañados con CCl4. Se ha conseguido incrementar 17 veces la frecuencia de aparición de 

HDMO gracias a la acción de tres ciclos semanales de G-CSF (figura 17). Es de destacar que durante 

los tres ciclos de G-CSF, cada ciclo ejerció un aumento en el número de HDMO, cuyo efecto se vió 

acentuando a lo largo del tratamiento de movilización, indicando que se producía una acumulación del 

efecto de inducción de procesos de plasticidad debido a este factor de movilización hematopoyética. A 

lo largo de los ciclos de movilización con G-CSF, el aumento en la frecuencia de aparición de los 

HDMO no se corresponde con un incremento de igual magnitud de infiltración hematopoyética, 

indicando que G-CSF podría ejercer un efecto potenciador de la plasticidad, y que no limitandose al 

aumento de leucocitos infiltrados. Otros autores han descrito la capacidad del G-CSF de acelerar la 

recuperación hepática mediante la activación de programas de reparación endógenos y no a partir de 

HDMO (Yannaki et al., 2005). Aunque no podemos descartar este efecto en nuestro modelo, el G-CSF 

también produce el incremento en el número de HDMO. 

 

Se pueden plantear distintas explicaciones sobre el papel que ejerce el G-CSF en el aumento de 

la frecuencia de HDMO: i) una vez finalizado el tratamiento con CCl4, el hígado no es capaz de reclutar 

un mayor número de células hematopoyéticas y el incremento de los HDMO es efecto de su 

acumulación con los ciclos de movilización;  ii) la población responsable de los procesos de plasticidad 

se moviliza más eficazmente con G-CSF que otras poblaciones hematopoyéticas; iii) la acción de       

G-CSF puede que no se limite a ejercer un efecto movilizador, sino que participe activamente en los 

procesos de plasticidad. En la actualidad se están llevando a cabo experimentos para determinar cual 

de estas posibilidades es válida. 

 

A pesar de que G-CSF es capaz de incrementar la aparición de HDMO, su aplicación clínica para 

el tratamiento de lesiones hepáticas está aún muy lejana por la escasa incidencia de este fenómeno. 

Otros autores han constatado la capacidad de una participación de los HDMO en el hígado mucho 

mayor a la observada por nosotros. Por ejemplo, en el modelo de ratones deficientes en FAH, HDMO 

FAH+/+ fueron capaces de repoblar gran parte del hígado (Lagasse et al., 2000; Vassilopoulos et al., 

2003; Willenbring et al., 2004). Ésto se debe a la presión selectiva que ejercen las células no 

deficientes sobre las endógenas en este modelo, en el que la recuperación hepática a partir de los 

hepatocitos FAH-/- se encuentra muy desfavorecida. En nuestro modelo, donde el proceso de daño no 

afecta selectivamente a las células endógenas, no existe ninguna ventaja para seleccionar los HDMO y 

amplificar su contribución a la regeneración hepática. Sin embargo hay que señalar, que se localizaron 

parejas de HDMO adyacentes, lo que indicaría su capacidad proliferativa. Tal vez, en un modelo similar 

al de los ratones deficientes FAH, en el que la aparición y expansión de HDMO estuviera favorecida 

sobre los hepatocitos endógenos, la movilización con G-CSF induciría una frecuencia similar a la 

necesaria para el uso de los procesos de plasticidad con fines terapéuticos. En cualquier caso, hemos 

conseguido regular la frecuencia de HDMO por la acción de G-CSF en un modelo sin ninguna presión 

selectiva por parte de HDMO, demostrando que con G-CSF aumentan los HDMO, no por una ventaja 

proliferativa respecto a los endógenos, sino incrementando los eventos de plasticidad de las células de 
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MO. Se plantea así la posibilidad de de utilizar G-CSF para el tratamiento eficaz de enfermedades 

hepáticas. 

 

2.5. La concentración de CCl4 no afecta la aparición de HDMO. 
 

En un intento por aumentar las posibles señales de reclutamiento y generación de HDMO se 

incrementó la dosis del tóxico hepático. Con el aumento de la concentración empleada de CCl4, no se 

consiguió aumentar la infiltración hematopoyética en el parénquima hepático. Los valores máximos de 

presencia de células hematopoyéticas fueron en torno al 30% en los ratones que fueron dañados con 

CCl4, independientemente de la concentración de CCl4 utilizada.  

 

Como hemos visto, la frecuencia de HDMO en distintos modelos de ratón depende de la ventaja 

proliferativa que presenten estos HDMO frente a los hepatocitos endógenos durante un proceso de 

daño. Con un incremento en la concentración de CCl4 se pretendió agotar la capacidad proliferativa de 

los hepatocitos con sucesivos ciclos de daño-regeneración, con el fin de que los HDMO formados 

fuesen capaces de superar el potencial de proliferación endógeno.  Pero la frecuencia de HDMO, tanto 

en animales dañados con un 10% como con un 20% de CCl4, fue semejante. Esto puede ser debido a 

que ambas concentraciones ejercían el mismo efecto sobre el potencial regenerativo del hígado y que 

tanto los hepatocitos endógenos como los HDMO, al ser igualmente expuestos al compuesto 

hepatotóxico, sufran los mismos efectos, con lo que ninguno de ellos tendría ninguna ventaja sobre el 

otro. 

 

2.6. Efectos similares de la movilización con G-CSF o con G-CSF/TPO. 
 

Aunque se ha descrito que la administración combinada de G-CSF/TPO reduce el tiempo de 

recuperación de ratones mielosuprimidos (Grossmann et al., 1996), la acción del TPO en ratones 

normales se limita al incremento de número de progenitores en MO y bazo, y no se traduce en un 

incremento en el número de células en SP (Kaushansky et al., 1996). Ésto explicaría la falta de 

diferencias en los valores de SP (leucocitos, hematíes y plaquetas) de los grupos de animales dañados 

y movilizados con G-CSF o con la combinación G-CSF/TPO. La infiltración hematopoyética en hígado y 

la generación de HDMO con ambos protocolos de movilización fue semejante, repitiéndose lo que 

ocurrió en SP.  

 

Se ha descrito que el reclutamiento de células hematopoyéticas al hígado depende de una serie 

de parámetros (Lalor and Adams, 1999) (discutido en el apartado 2.2 de esta discusión). Uno de ellos 

la capacidad, por parte de los leucocitos circulantes, de unirse a moléculas de la superficie en las 

células endoteliales hepáticas. Es lógico pensar que el número de leucocitos en SP influiría 

directamente con su capacidad para ser reclutados dentro del hígado. A la vista de los datos obtenidos 

con la movilización G-CSF/TPO se puede concluir que TPO no afecta a la formación de HDMO, 

posiblemente debido a que no influye en el incremento las células hematopoyéticas ni en SP ni en 

hígado, y presumiblemente tampoco ejercería ningún efecto movilizador sobre la población 

responsable de la aparición de HDMO, ni actuaría activamente en el proceso de plasticidad. 
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3. ORIGEN HEMATOPOYÉTICO DEL PROCESO DE PLASTICIDAD. 
 

Se ha descrito que células procedentes de MO son capaces de originar hepatocitos maduros en 

determinadas condiciones. Hemos comprobado que, al menos en nuestro modelo, estos procesos 

plásticos son originados por células hematopoyéticas originadas a partir de una población purificada y 

trasplantada de CMHs. 

 

Con los distintos estudios llevados a cabo a partir de células purificadas de MO, hemos 

determinado la influencia de las posibles poblaciones de células madre residentes en MO. En primer 

lugar, al obtenerse HDMO en ratones cuya hematopoyesis estaba originada a partir de una población 

altamente enriquecida en CMHs, se demostraba que los procesos de plasticidad habían sido originados 

a partir de células hematopoyéticas. Esta misma conclusión ya había sido formulada por otros autores 

(revisado en tabla 2 y referencia (Thorgeirsson and Grisham, 2006)). En el modelo de ratones 

deficientes en FAH se consiguió que hasta el 30% del hígado estuviera repoblado por HDMO, después 

del trasplante de tan solo 50 células LSKT (Lagasse et al., 2000). Aunque de forma más modesta, otros 

autores observaron la aparición de HDMO en ratones trasplantados con una única CMH LSK (Wagers 

et al., 2002), de igual fenotipo que la población de CMHs utilizada por nosotros. Incluso con diferentes 

protocolos de selección de CMHs también se ha conseguido identificar procesos de plasticidad de 

estas CMHs a hepatocitos. Así, por ejemplo, después de reconstituir el sistema hematopoyético tras 

irradiación a partir de una única célula de fenotipo Fr25 Lin- PKH26bright se observaron HDMO (Krause 

et al., 2001) y también cuando se sometieron a daño con CCl4 (Jang et al., 2004). Del mismo modo, 

también se han identificado HDMO a partir del trasplante de CMHs humanas (CD34+) en ratones 

inmunodeficientes (Danet et al., 2002; Wang et al., 2003b). 

 

La frecuencia de aparición de HDMO en ratones que habían sido trasplantados con una 

población de MO total, fue equivalente a la obtenida en los ratones que fueron trasplantados con 

5,6x104 células LSK (figura 21). Por lo tanto, el origen de los HDMO en nuestro modelo se debe a una 

población hematopoyética derivada de estas CMHs. Se ha descrito que otras poblaciones residentes 

en MO son capaces de originar HDMO, como puede ser el caso de las células madre mesenquimales 

(Sato et al., 2005) o de las MAPC (Jiang et al., 2002a; Schwartz et al., 2002), pero su contribución en 

nuestro modelo no ha parecido ser representativa.  

 

Para estudiar la contribución directa de CMHs al proceso de plasticidad, nos basamos en el 

modelo de Terai y colaboradores (Terai et al., 2003), donde se trasplantaba una población de células 

de MO sin seleccionar en animales no acondicionados a nivel hematopoyético, las cuales eran capaces 

de producir HDMO. Por el contrario, cuando se trasplantaron CMHs, no obtuvimos ningún resultado 

positivo, quedando demostrado que bajo las condiciones de nuestro modelo, las CMHs no fueron 

capaces de inducir la formación de HDMO directamente. Hay que destacar que en estudios in vitro e   

in vivo a corto plazo, sí se ha visto que las CMHs, aisladas mediante un protocolo de purificación muy 

diferente al utilizado por nosotros, fueron capaces de originar HDMO (Jang et al., 2004). En nuestro 

caso hemos sido capaces de identificar HDMO a tiempos más largos, una vez que la población de 

CMHs ha conseguido reconstituir la hematopoyesis. Esto indicaría que en nuestro modelo existe la 

necesidad de un sistema hematopoyético bien establecido que sea capaz de originar los procesos de 

plasticidad. 
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Según algunos autores (Ratajczak et al., 2004), cabe la posibilidad de que la MO actúe de 

reservorio para células madre de tejidos no hematopoyéticos, desde donde son movilizados en 

situaciones de daño, gracias al juego CXCR-4/SDF-1. En estos trabajos, se describe que estas células 

madre específicas de tejidos no hematopoyéticos, presentan un fenotipo similar al de CMHs, lo que 

llevaría a purificar conjuntamente ambas poblaciones de células madre. Ésto conduciría a 

malinterpretar la capacidad de las CMHSs para diferenciarse a células maduras de otros tejidos 

mediante procesos de plasticidad. Con nuestro estudio, no se puede excluir la existencia de estas 

poblaciones de células madre. Otros grupos, trabajando con animales cuya hematopoyesis había sido 

reconstituida con una única célula madre, sí que eliminaron esta posibilidad (Krause et al., 2001).  
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4. MECANISMO RESPONSABLE DE LA APARICIÓN DE HDMO. 
 

Como ya se ha descrito en la introducción de esta tesis, se han propuesto una serie de 

mecanismos como los responsables de los procesos de plasticidad debida a células de MO. Estos 

pueden ser: i) la existencia en MO de células totipotentes capaces de originar distintos tipos celulares; 

ii) la función de la MO como reservorio para distintos tipos de células madre iii) la desdiferenciación 

hacia una célula más primitiva con una mayor totipotencia;  iv) la transdiferenciación de células de MO 

hacia un tipo celular de otro tejido; v) fusión celular, en la cual células de MO son capaces de 

fusionarse con células de otros tejidos, adquiriendo el programa genético de estas. 

 

4.1. Los HDMO se originan por fusión celular. 
 

En nuestro modelo de daño hepático y movilización, hemos demostrado que los HDMO son 

producidos por un proceso de fusión in vivo, entre células de origen hematopoyético con hepatocitos 

endógenos. 

 

El fenómeno de fusión celular por parte de células de MO, no es nuevo.  Ya se han descrito 

numerosos ejemplos tanto in vitro (Terada et al., 2002; Ying et al., 2002) como in vivo (Alvarez-Dolado 

et al., 2003; Vassilopoulos et al., 2003; Wang et al., 2003c; Weimann et al., 2003; Camargo et al., 2004; 

Nygren et al., 2004; Willenbring et al., 2004; Kashofer et al., 2005). Se han demostrado fenómenos de 

fusión en músculo esquelético (Abedi et al., 2004b; Sherwood et al., 2004) y cardiaco (Nygren et al., 

2004), en hígado (Alvarez-Dolado et al., 2003; Wang et al., 2003c;Camargo et al., 2004; Willenbring et 

al., 2004), y más sorprendentemente en neuronas de Purkinje (Alvarez-Dolado et al., 2003; Weimann et 

al., 2003), donde se encontraron células de este tipo neuronal expresando marcadores tanto del 

donador de MO como del receptor, y además presentaban dos núcleos y distintos orgánulos celulares 

procedentes de ambos tipos celulares fusionados. El modelo en el cual se han estudiado los procesos 

de fusión de células procedentes de MO más extensamente ha sido el de ratones deficientes en FAH. 

En este modelo, no sólo se ha descrito la capacidad por parte de células hematopoyéticas (Wang et al., 

2002), y más concretamente, de células mielomonocíticas (Camargo et al., 2003; Vassilopoulos et al., 

2003) de fusionarse con hepatocitos FAH-/-, rescatándoles de esta deficiencia enzimática, sino que 

también son capaces de proliferar, repoblando gran parte del hígado. Incluso poseen la capacidad, al 

igual que los hepatocitos normales, de ser trasplantados en receptores secundarios e injertar en su 

hígado (Willenbring et al., 2004). Con estos trabajos, no sólo se ha demostrado que los HDMO 

generados como productos de fusión celular son funcionales, sino que también son capaces de 

proliferar de una manera normal.  

 

En nuestro caso, el potencial de proliferación de nuestros HDMO no está del todo claro, ya que 

aunque hayamos localizado algunas parejas de HDMO que hipotéticamente provendrían de una 

división celular previa, no podemos garantizarlo. Una de las razones es la frecuencia con la que 

suceden los procesos de fusión (1HDMO cada 250.000 hepatocitos bajo condiciones de daño). Como 

ya se ha indicado anteriormente, los HDMO de nuestro modelo no presentan ninguna ventaja, frente a 

los hepatocitos endógenos, que les confiera una mayor capacidad de proliferación. El tratamiento con 

CCl4 produce daño hepático tanto a los hepatocitos endógenos como a los HDMO. En el modelo de 

deficiencia en FAH, la fusión entre células hematopoyéticas FAH+/+ y hepatocitos FAH-/-, rescata a 

éstos últimos de su enfermedad metabólica. En este modelo ya se observó que el trasplante de tan 
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solo 1.000 hepatocitos procedentes de ratones normales era capaz de repoblar el hígado afectado, e 

incluso cuando los propios hepatocitos FAH-/- fueron corregidos con vectores retrovirales, también se 

rescataba a los animales de su enfermedad (Overturf et al., 1996). Además, la repoblación hepática de 

los HDMO en los ratones FAH-/-, ocurre de manera oligoclonal (Lagasse et al., 2000).  En un primer 

momento se originarían los primeros HDMO, que ante la activación del programa de regeneración 

hepática, proliferan en una mayor medida que los endógenos, formando nódulos de HDMO, y 

finalmente repoblando el hígado. Los autores de este trabajo, encontraron entre 50 y 200 nódulos de 

HDMO y cada uno de ellos proveniente de un único HDMO. Esto significa que la frecuencia de 

aparición de los primeros eventos de plasticidad es muy baja, pero que a pesar de ser escasa es 

suficiente para repoblar el hígado en las condiciones adecuadas. Cuando se tiene en cuenta solamente 

la incidencia de los primeros eventos de plasticidad del modelo de FAH, los HDMO se originarían tan 

sólo  a partir de entre 50 a 200 fusiones producidas entre células hematopoyéticas FAH+/+ y hepatocitos 

FAH-/-; lo que indicaría que sin tener en cuenta la ventaja proliferativa de los HDMO, la frecuencia de 

los primeros eventos de plasticidad es de una magnitud similar a lo descrito por otros autores (Alvarez-

Dolado et al., 2003; Camargo et al., 2004; Stadtfeld and Graf, 2005) y por nosotros. 

 

Hay que señalar que como producto de la fusión celular in vivo, se forman HDMO poliploides. 

Aunque la viabilidad de células poliploides pueda resultar insólita, no es raro que en el organismo 

existan numerosos tipos celulares multinucleados, como ocurre con las fibras musculares o los propios 

hepatocitos. La razón por la que de forma natural los hepatocitos presentan varios núcleos aún no esta 

clara, pero se ha sugerido como un mecanismo para incrementar la síntesis de proteínas responsables 

para la desintoxicación del organismo (Guidotti et al., 2003). Por ello, el hecho de obtener HDMO con 

más de un solo núcleo podría constituir una alternativa biológica para favorecer este proceso. 

 

Un último interrogante a responder es por qué en la fusión de una célula hematopoyética con un 

hepatocito, el núcleo hematopoyético silencia su programa tejido específico, y pasa a expresar el 

programa hepático o se queda inactivo dentro del HDMO.  

 

En resumen, hemos identificado en nuestro modelo procesos de plasticidad por parte de células 

hematopoyéticas que, mediante fusión celular in vivo, originan HDMO con todas las características 

propias de los hepatocitos endógenos. 

   

4.2. La fagocitosis como posible mecanismo responsable del origen de los HDMO.  
 

El linaje mielomonocítico o sistema fagocítico mononuclear (Hume, 2006) comprende a los 

monocitos circulantes que, dentro de los tejidos constituyen los macrófagos, presentan capacidad de 

fagocitar partículas extrañas. En la literatura se ha descrito que los monocitos contribuyen a los 

procesos de regeneración hepática mediante fusión celular (Camargo et al., 2004; Willenbring et al., 

2004).  

 

Durante el proceso inflamatorio, las células fagocíticas migran a la zona dañada, donde se 

produce la opsonización, en la que la membrana plasmática del macrófago engloba a la partícula que 

se va a fagocitar, formándose el fago-endosoma, cuyo contenido será degradado, gracias a su fusión 

con lisosomas, formándose el fago-lisosoma (Douglas, 1970; Steinman et al., 1983; May and 

Machesky, 2001). Durante el estudio del proceso de fagocitosis en macrófagos, el NH4Cl ha sido 
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ampliamente utilizado, debido a su actuación como inhibidor de la fusión entre el fago-endosoma y los 

lisosomas (Hart et al., 1983; Hart and Young, 1991). 

 

En esta memoria hemos comprobado que la frecuencia de aparición de los HDMO se incrementa 

4,6 veces con la administración de NH4Cl en ratones con daño hepático. La acción del NH4Cl en 

nuestro modelo no parece que se deba a un mayor daño hepático, ya que no se aprecia ninguna 

característica histológica diferente a las encontradas en los ratones que sólo recibieron CCl4, ni una 

mayor infiltración hematopoyética en el parénquima hepático. El NH4Cl actuaría como inhibidor de los 

pasos iniciales de la fagocitosis, permitiendo la fusión entre los macrófagos y los hepatocitos, pero 

impidiendo la acción de las enzimas líticas presentes en el lisosoma, produciendo como resultado la 

formación de un HDMO. Esto mismo se aprecia en los ratones que además fueron movilizados con G-

CSF, donde se observó una mayor frecuencia de HDMO en los animales en los que se inhibió el 

proceso de fagocitosis, además de dañarlos y movilizarlos. 

 

Este resultado nos sugiere que los sistemas de fagocitosis, desarrollados por la población de 

monocitos-macrófagos, son los responsables de los procesos de plasticidad identificados en nuestro 

modelo, permitiendo que se desarrolle el proceso de fusión de membranas pero no así la etapa lítica de 

la fagocitosis. Ello sugiere que, posiblemente son los monocitos-macrófagos, las células 

hematopoyéticas responsables de la fusión por la que se originan HDMO. Queda por determinar si la 

fusión entre macrófagos-hepatocitos tiene una función biológica y qué consecuencias tiene para las 

células implicadas. 
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5. REPROGRAMACIÓN NUCLEAR EN EL PROCESO DE FUSIÓN CELULAR. 
 

5.1. Silenciamiento y activación del programa hematopoyético y hepático en los 
HDMO. 

 

Durante el proceso de plasticidad de células hematopoyéticas a hepatocitos se debe producir el 

silenciamiento del programa genético hematopoyético y la activación del programa hepático. Se ha 

demostrado, mediante técnicas de inmunofluorescencia, que los HDMO carecían de expresión de 

marcadores hematopoyéticos y que tenían proteínas específicas de hepatocitos. Al determinar que el 

proceso de plasticidad observado por nosotros se producía mediante fusión celular, se quiso investigar 

el grado de compromiso del núcleo hematopoyético al programa hepático en el HDMO. 

 

Mediante el marcaje por inmunofluorescencia se identificó la presencia de factores nucleares 

(PU.1 y HNF-1) en los distintos núcleos presentes en los HDMO. Relacionamos la presencia del factor 

nuclear hematopoyético PU.1 en un núcleo, con un programa de expresión de genes hematopoyéticos 

activos; por el contrario, la presencia del factor nuclear hepático HNF-1, sería indicativo de un patrón de 

expresión hepática.  

 

Cuando se analizó la presencia de HNF-1 en los núcleos de los HDMO, en todos ellos estaba 

presente el marcador nuclear hepático. También se analizó mediante Y-CISH, el origen endógeno o 

exógeno de los núcleos de los HDMO (recordemos que el trasplante era entre animales de distintos 

sexos). Como se indicó en la figura 27a, todos los núcleos de los HDMO, independientemente de la 

presencia o ausencia del Cr-Y, eran positivos para el marcaje con HNF-1. Por otro lado, en el análisis 

del marcador nuclear PU.1, sólo se identificó su presencia en un núcleo, que además poseía un 

tamaño y una morfología similar al de las células hematopoyéticas cercanas. Al determinar su origen 

mediante Y-CISH, claramente se identificó su origen exógeno. Todo ello nos estaría indicando que, 

cuando se produce el proceso de plasticidad mediado por fusión celular, el núcleo hematopoyético 

detiene su expresión de genes hematopoyéticos, y que factores presentes en el hepatocito actuarían 

sobre él activando la expresión del programa específico hepático.  

 

Recientemente, Terranova y colaboradores han descrito un proceso similar en un modelo in vitro. 

En este trabajo, forzando la fusión celular entre linfocitos B humanos y una línea inducible de miotubos 

de ratón, se describen el silenciamiento del programa de expresión de los linfocitos y la activación de 

su programa de expresión muscular (Terranova et al., 2006). 

 

Uno de los requisitos que debían satisfacer los HDMO era poseer un aspecto morfológico similar 

al del resto de hepatocitos, incluyendo su núcleo, que debería ser grande y con gran número de 

nucleolos. Como ya se ha descrito anteriormente, los hepatocitos pueden poseer varios núcleos. 

Durante la identificación de los HDMO se observó que éstos también poseían varios núcleos, no 

siempre con un aspecto semejante. Se pudo distinguir claramente tres tipos de núcleos en los HDMO: 

núcleos similares a los de los hepatocitos (tipo I), núcleos similares a los de las células 

hematopoyéticas (tipo III), y núcleos de tamaño intermedio y con muy pocos nucleolos (tipo II). Es 

razonable pensar que los núcleos de células hematopoyéticas cuando se fusionan con hepatocitos, 

sufran un proceso de reestructuración de su cromatina, que haga posible el silenciamiento y activación 

de genes específicos de ambos tipos celulares.  
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Hemos descrito el proceso de reprogramación de núcleos hematopoyéticos en los HDMO, como 

una transformación gradual, en el que pasan a convertirse en núcleos hepáticos a través de un estado 

de transición. Con el fin de cuantificar esta conversión génica, se utilizó el cálculo de los valores de 

fluorescencia de los factores nucleares PU.1 o HNF-1 como un indicativo numérico del predominio del 

programa de expresión hematopoyético o del hepático en cada núcleo de los HDMO. En la figura 26c 

se ve como los núcleos hematopoyéticos, cuyo valor de IFPU.1 es 1, después de la fusión se reduce 

hasta 0,40±0,14 en un primer momento (núcleos tipo III), llegando a casi 0 tanto en los núcleos tipo II 

como en los núcleos tipo I;. Hay que indicar que estos dos tipos de núcleos presentan un cierto valor de  

IFPU.1, tal vez debido al PU.1 residual presente en el HDMO. La tendencia contraria se aprecia en la 

figura 27c, donde el valor de IFHNF-1 de los núcleos hematopoyéticos es 0, y cuando se han fusionado 

alcanza el valor de 0,64±0,14 (tipo III), más cercano a 1, lo que se corresponde con el IFHNF-1 de los 

núcleos de los hepatocitos. El valor de IFHNF-1 de los núcleos tipo II es ligeramente menor al de los 

núcleos con morfología hepática (tipo I), lo que indicaría que se encuentra en un estado previo, pero 

muy cercano a convertirse en núcleos similares al de los hepatocitos. 

 

5.2. La conversión del programa de expresión en los núcleos de los HDMO se 
desarrolla a través de un estado de mayor condensación de la cromatina.  

 

Los procesos de activación o represión de genes, que se producen durante el desarrollo o 

durante la transferencia nuclear se basan en la remodelación de la estructura de la cromatina, nunca 

en la modificación de la secuencia genética que pueda comprometer al genoma. Los principales 

mecanismos implicados son los procesos en los que se modifican las histonas que estructuran a la 

cromatina, que permiten una mayor compactación o una descondensación del ADN, haciéndolo más o 

menos accesible a los factores de transcripción. Esta remodelación de la cromatina ya se ha descrito 

en los experimentos de transferencia de núcleos somáticos a oocitos enucleados, donde el núcleo 

somático es remodelado para revertir su patrón de expresión a un estado de totipotencia similar al del 

zigoto (Armstrong et al., 2006). Incluso en el trabajo de Terranova y colaboradores se describe un 

cambio morfológico en los núcleos de los linfocitos fusionados, en el que adquieren un aspecto similar 

al de los miotubos, y este cambio transcurre gracias a un proceso de desacetilación de la cromatina del 

linfocito (Terranova et al., 2006). 

 

El uso de colorantes específicos para el ADN ha sido utilizado para determinar la ploidia de los 

núcleos hepáticos (Guidotti et al., 2003; Toyoda et al., 2005); pero también se ha empleado para 

estudiar el nivel de compactación de la cromatina. El grado de compactación del ADN no sólo influye 

en la accesibilidad de factores nucleares, sino que ciertos colorantes, como el DAPI, sufren los mismos 

impedimentos estéricos. Diversos trabajos se ha demostrado que la cantidad de DAPI en un núcleo, 

identificada por la intensidad de fluorescencia emitida, es proporcional al grado de compactación 

(Darzynkiewicz et al., 1984; Mascetti et al., 2001). 

 

Se quiso determinar el grado de condensación de los distintos núcleos de los HDMO, mediante el 

cálculo de la cantidad de DAPI que había sido capaz de acceder a sus cromatinas. Se cuantificó la DF 

del DAPI para los núcleos de los HDMO y se definió un valor arbitrario, RF, con el que podiamos 

comparar valores de condensación en la cromatina. Se comprobó que este valor para los núcleos de  

células hematopoyéticas era superior al de los hepatocitos. Dado que los núcleos de las células 

hematopoyéticas tienen un tamaño menor que el de los núcleos de los hepatocitos, su ADN estaría a 
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una mayor concentración que en el núcleo de los hepatocitos, y por lo tanto presentarán una mayor 

concentración de DAPI.  

 

Al calcular los valores de los RF de los diferentes núcleos presentes en HDMO, se observó que 

en los de tipo I, el valor de RF era semejante al de los núcleos de los hepatocitos, pero el RF de los 

núcleos de morfología tipo III era mucho menor al de los núcleos de las células hematopoyéticas. Al 

tener un tamaño semejante, esta diferencia no se podía atribuir a que el ADN estuviera más diluido en 

ellos, sino que había que recurrir al grado de compactación de la cromatina que la hiciera menos 

accesible para el DAPI. Estos núcleos estarían en un estadio de cromatina más condensada que la de 

los núcleos de las células hematopoyéticas. De igual forma, el valor de RF de los núcleos tipo II era el 

menor de todos, lo cual era previsible en comparación con los de morfología hematopoyética (tipo III), 

pero nunca menor que el de los núcleos de morfología de hepatocito (tipo I). Al igual que antes, esto se 

entendería si estuvieran en un estado de mayor condensación que el de los núcleos con morfología 

hepática.  

 

En conjunto podríamos pensar que los tres tipos de núcleos diferentes estarían describiendo 

distintas etapas del proceso de reprogramación, en el que el núcleo hematopoyético (tipo III) al recibir 

señales de represión/activación de los programas de expresión hematopoyético y hepático, cambiase 

su morfología, originando núcleos de un tamaño un poco mayor (que hemos denominado como tipo II). 

Éstos finalmente se transformarían en núcleos totalmente hepáticos (tipo I). Teniendo en cuenta la 

distinción por morfología de estos tres tipos nucleares, se identificó que el origen de los núcleos tipo II y 

III era exógeno, al igual que un núcleo tipo I.  Por el contrario, el resto de núcleos con morfología 

hepática correspondía a los propios núcleos endógenos de los hepatocitos fusionados. Por tanto, el 

proceso de reprogramación nuclear del núcleo de una célula hematopoyética dentro de un HDMO, 

transcurriría con un estado de mayor condensación en su cromatina, que llevaría asociado el 

silenciamiento del programa de expresión hematopoyético y concluiría con una descondensación, al 

activarse el programa de expresión hepático. Un proceso similar ha sido descrito por el grupo del Dr. R. 

Terranova, donde se concluye que la reprogramación de células fusionadas transcurre debido a un 

proceso de deacetilación (Terranova et al., 2006), el cual es indicativo de una mayor condensación de 

la cromatina. 
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS. 
 

 En este trabajo se ha desarrollado un modelo de daño hepático en ratón, que ha permitido 

estudiar la contribución de las células de MO en la regeneración de un hígado dañado, identificándose 

HDMO. Estos HDMO se originan a partir de células hematopoyéticas, mediante un proceso de fusión 

celular, en el que están implicados mecanismos de endocitosis. Además, su generación ha podido ser 

fuertemente incrementada mediante el uso de factores de crecimiento hematopoyéticos, tales como   

G-CSF. 

 

 Modulando la aparición de HDMO mediante la administración de factores de crecimiento, se 

abre la posibilidad de utilizar los procesos de plasticidad para el tratamiento de enfermedades no 

hematopoyéticas. Aunque la movilización por G-CSF aplicada en nuestro modelo, aument a los HDMO, 

su número sigue siendo bajo, pero permite el desarrollo de futuros tratamientos para aumentar su 

incidencia, que permitiría su potencial uso clínico.  

 

Como ya se ha mencionado anteriormente (apartado 4.3 de la introducción), la proporción que 

deberían alcanzar en el hígado los HDMO para que ejerciesen un papel terapeútico, dependerá de 

cada afección hepática concreta. Por otro lado, el tratamiento de pacientes con factores de crecimiento 

hematopoyéticos y en particular con G-CSF (Cottler-Fox et al., 2003) está ampliamente aceptado en la 

práctica clínica. Así, el incremento de HDMO mediante factores de crecimiento podría ser empleado 

para el tratamiento de enfermedades fácilmente curables con una pequeña cantidad de hepatocitos 

sanos. Se sugeriría de este modo, un nuevo tratamiento para enfermedades hepáticas (como por 

ejemplo la tirosinemia hereditaria tipo I, la enfermedad de Wilson, hemocromatosis o la deficiencia en 

α1-antitripsina) mediante terapia celular,  en donde las células hematopoyéticas podrán ser utilizadas 

como vehículos para restaurar las funciones de los hepatocitos deficientes.   
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Se exponen a continuación las conclusiones resultantes de esta tesis doctoral, relacionadas con 

la plasticidad de células hematopoyéticas en un modelo de daño hepático en ratón: 

 

1. Se ha establecido un modelo de daño hepático en ratón mediante el tratamiento con 

tetracloruro de carbono (CCl4). Se observa que los animales dañados con CCl4, presentan un 

proceso inflamatorio en hígado, caracterizado por un incremento de enzimas hepáticas en el 

plasma sanguíneo, una mayor infiltración de células hematopoyéticas en el hígado, 

alteraciones en el parénquima hepático, y una cierta proliferación de células ovales. 

 

2. En los ratones con daño hepático se han identificado hepatocitos funcionales derivados de 

células de la médula ósea (HDMO). Estos hepatocitos son morfológicamente indistinguibles de 

los hepatocitos endógenos, expresan marcadores característicos hepáticos y pierden la 

expresión de proteínas específicas de células hematopoyéticas. 

 

3. Se ha conseguido aumentar significativamente la generación de HDMO tras la movilización de 

células hematopoyéticas a sangre periférica, mediante la administración de factores de 

crecimiento hematopoyético, tales como el factor estimulador de colonias granulocíticas        

(G-CSF).  

 

4. El incremento de HDMO en ratones con daño hepático es dependiente de la dosis de G-CSF y 

no se ve aumentado por el tratamiento combinado con otros factores de crecimiento, como la 

trombopoyetina (TPO).  

 

5. Las células responsables de la generación de HDMO son derivadas de células madre 

hematopoyéticas y necesitan de un injerto previo en la médula ósea para ejercer su función. 

 

6. El mecanismo principal de generación de HDMO es la fusión entre células hematopoyéticas y 

hepatocitos del hígado dañado, interviniendo en este proceso funciones características de la 

actividad monocito-macrofágica.  

 

7. El núcleo de la célula hematopoyética implicado en el proceso de fusión celular in vivo, sufre 

cambios en su morfología nuclear, silenciamiento de genes hematopoyéticos y la adquisición 

de marcadores hepáticos específicos. 
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E
l objetivo principal que se plan-
tea en la investigación con células
madre es el uso de células sanas para

paliar y, si es posible, curar enferme-
dades cuyo origen es un daño celular,
tisular u orgánico que no es abordable
mediante fármacos convencionales.
Enfermedades que cumplen estos
requerimientos son, por ejemplo, la
diabetes, las enfermedades neurode-
generativas como Parkinson y Alzhei-
mer, enfermedades cardiovasculares en
las que tras un infarto se produce la
muerte de parte de las células muscu-
lares del corazón, etcétera. Por sus

características intrínsecas, las células
madre son firmes candidatas a ser uti-
lizadas para estos fines. Éstas tienen

capacidad de automantenimiento, es
decir, pueden dividirse originando célu-
las idénticas a sí mismas, y tienen capa-
cidad de dar lugar (diferenciarse) a
células de cualquier tejido u órgano del
individuo. Por su origen, se han dis-
tinguido dos grandes grupos de célu-
las madre, las células madre embrio-
narias y las células madre adultas.

Uno de los fenómenos más apasio-
nantes de la vida de los animales es el
desarrollo embrionario, conjunto de pro-
cesos por los cuales a partir de una única
célula embrionaria se origina un organis-
mo multicelular y multiorgánico, funcio-

Laboratorio de Biología Celular del Ciemat. A la izquierda, cabinas de flujo laminar para la realización de
trabajos con células eucariotas en esterilidad.

La División de Hematopoyesis del Centro de Investigaciones Energéticas Medio
Ambientales y Tecnológicas (Ciemat) tiene una dilatada experiencia en el estudio de
las células madre productoras de la sangre. La posible utilización de este tipo
de células madre adultas, denominadas hematopoyéticas, en los campos de
terapia celular y en medicina regenerativa ha hecho que el equipo de inves-
tigación del Ciemat dedique un esfuerzo importante en la definición de sus
capacidades plásticas, en comparación con las células madre embrionarias, y
de la combinación de terapias innovadoras, como la terapia génica, con éstas.
■ por J.C. Segovia, O. Quintana-Bustamante, R. Yánez, M.L. Lamana y J.A. Bueren, división de hema-
topoyesis. departamento de investigación básica (ciemat).

Las células madre,

La División
de Hematopoyesis
del Ciemat 
cuenta con una dilatada
experiencia
en este campo

De izquierda a derecha, O. Quintana-Bustamante,
R. Yáñez, J.A. Bueren, J.C. Segovia y M.L. Lamana,
autores de este artículo.
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nal y autónomo. Durante este desarrollo
embrionario se produce una gran proli-
feración celular y una especialización de
las células resultantes, tanto espacial como
funcionalmente. Todos y cada uno de los
pasos necesarios están finamente regula-
dos por la expresión ordenada y sucesiva
de múltiples productos génicos encarga-
dos de su control.

La célula totipotente por excelencia es
el zigoto, la célula resultante de la fecun-
dación del óvulo por un espermatozoide.
En los animales vertebrados este zigoto
experimenta un número preciso de dupli-
caciones que supone una gran produc-
ción de células y una primera especiali-
zación con un grupo de células llamado
blastocisto, que está formado por una
membrana celular externa, que dará lugar
principalmente a la placenta y una masa
celular interna que es la que originará el
embrión. Es precisamente de esta masa
celular interna de la que se obtienen las
células madre embrionarias (figura 1). Estas
son células madre totipotentes. Pueden ser
cultivadas in vitro, expandidas, manipu-

ladas y vueltas a implantar en blastocistos,
en donde contribuirán en mayor o menor
medida a todos los tejidos adultos.

Una vez formado el nuevo individuo,
diferentes órganos mantienen una
pequeña población de células, residen-
tes en el propio tejido, que tiene la capa-
cidad de generar todos los tipos celula-
res del órgano en el que se encuentran.
Estas son las llamadas células madre adul-
tas, que son células madre multipotentes
y cuya función es la de regenerar el teji-
do en el que residen debido a su desgaste
o en situaciones de daño tisular. Todos
estos procesos de proliferación y deter-

minación hacia uno u otro tejido o tipo
celular específico están regulados de
manera altamente específica mediante la
expresión de genes reguladores que, poco
a poco, van siendo identificados. No
obstante, todavía son desconocidos
muchos de los genes y de las interac-
ciones que dan lugar a algo tan increí-
blemente complejo y perfecto como es
un pez, un ratón o un hombre.

En términos de medicina regenerati-
va, se podría pensar en tres posibles líne-
as de actuación: i) la utilización de célu-
las embrionarias y de su capacidad
totipotente para la obtención de células o

tejidos completos de interés a partir de
ellas; ii) la obtención de células madre
adultas del tejido u órgano a tratar; iii) la
manipulación de los procesos de regula-
ción para la regeneración de las células /
tejidos dañados a partir de algún otro tipo
de celular del propio individuo o de célu-
las vecinas al lugar dañado. A continua-
ción describiremos de forma más detallada
cada uno de estas posibilidades, así como
las principales ventajas e inconvenientes.

Las células madre embrionarias
Llamamos células madre embrionarias a
las células que durante las primeras fases
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un nuevo arsenal terapéutico en desarrollo

Figura 1. Diagrama representando los diferentes orígenes de las células madre. Modificado de Stem Cells:
Scientific Progress and Future Research Directions. NIH Report.
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del desarrollo embrionario mantienen la
capacidad de poderse diferenciar hacia
cualquier tipo celular del organismo adul-
to. Poseen una altísima capacidad de pro-
liferación. De hecho, pueden ser mante-
nidas en cultivo in vitro, expandidas e
incluso manipuladas genéticamente sin
perder sus propiedades de totipotencia. En
ratones, su manipulación ha dado lugar,
por ejemplo, a la generación de animales
en los que se ha eliminado un determi-
nado gen o se ha modificado específica-
mente para reproducir en este animal una
determinada enfermedad humana (los
llamados ratones knock-out y knock-in).
La generación y cultivo in vitro de célu-
las embrionarias humanas ha sido mucho
más difícil y solo recientemente se han
conseguido mantener en condiciones ade-
cuadas. No obstante, las células madre
embrionarias presentan una serie de incon-
venientes a la hora de su utilización:

— Son teratogénicas, es decir, tras-
plantadas in vivo no responden a las
señales celulares del adulto y generan
teratomas, tumores de una gran agresi-
vidad y que están formados por células
de múltiples tejidos diferentes. 

— Son inmunogénicas ya que poseen
su propia firma genética inmunológica y
van a ser reconocidas como extrañas por

un organismo diferente. En un principio
se pensó que dada la primitividad de estas
células, los genes que codifican las pro-
teínas encargadas del reconocimiento
inmunológico, los llamados antígenos de
histocompatibilidad, no se habían empe-
zado a expresar. Sin embargo, se ha
demostrado que esto no es así y que estos
genes ya se expresan en células madre
embrionarias. Para paliar este problema se
han propuesto varias alternativas. Una de
ellas es la creación de un banco de célu-
las madre embrionarias gigante que pudie-
se cubrir todas las posibles combinacio-
nes. Sin embargo, esto supondría disponer
de al menos 12 billones de tipos de célu-
las madre embrionarias diferentes, sólo
para la raza caucásica y sin tener en cuen-
ta los fenómenos de recombinación somá-
tica, mutaciones puntuales y conversión
génica. Esto es algo impensable de reali-
zar. Otra propuesta ha sido la de generar
células embrionarias a las que se les eli-
minase precisamente los genes de histo-
compatibilidad. Pero estos genes son tam-
bién necesarios para otras funciones
celulares, pudiendo comprometerse su
funcionamiento. Una tercera posibilidad
es la tan discutida clonación terapéutica.
Siguiendo técnicas de transferencia de
núcleos, se podrían generar células embrio-

narias con la información genética del
paciente a tratar y que no serían, por tan-
to, rechazadas. Esta técnica tiene un gran
inconveniente que es la baja eficiencia con
la que se generan éstas.

— Por último, la utilización de células
madre embrionarias ha abierto toda un
discusión ética y social, siendo rechazada
por una importante fracción de la socie-
dad, y cuyo principal impedimento resi-
de en la necesidad de destruir un embrión
para la obtención de las células madre
embrionarias. Si este embrión es ya un ser
humano o no, es la discusión que subya-
ce en uno u otro punto de vista. 

Células madre adultas
Se denominan células madre adultas a
células residentes en los órganos adultos
que poseen la capacidad de diferenciarse
hacia los diferentes tipos celulares (lina-
jes) del tejido en el que se encuentran. Las
principales funciones de estas células
madre adultas son la renovación del teji-
do, fruto de la necesidad de recambio
celular o de deterioro del tejido y la repa-
ración de éste. Tejidos clásicos en los que
se ha estudiado esta población de células
madre adultas son el tejido hematopoyé-
tico y la epidermis, aunque se han iden-
tificado células madre adultas en múscu-
lo, hígado, cerebro, etcétera. Tomando
un ejemplo, el sistema hematopoyético
evidencia con claridad la función de las
células madre hematopoyéticas en la rege-
neración del sistema. En un día, el cuer-
po humano necesita generar por cada
kilogramo de peso corporal del orden de
1.000 millones de granulocitos, encarga-
dos de la defensa del organismo contra
infecciones, 2.500 millones de eritrocitos,
encargados del transporte de gases por el
organismo, y un número similar de pla-
quetas, necesarias para la reparación con-
tinua de vasos sanguíneos. Todas estas
células se generan a partir de una peque-
ña población de células madre, residen-
tes en la médula ósea (MO) y que supo-
ne entre el 0,01-0,05% del total de las

22 • estratos • primavera 2005

Figura 2. Representación de los diferentes tipos celu-
lares que se han originado a partir de la médula ósea.
En cada caso se indica referencia bibliográfica en la
que se ha descrito.

Hepatocitos
(Theise ND et al. Hepatology 2000)

(Lagasse E et al. Nat Med 2000)

Neumocitos tipo II
(Harris Rg et al. Science 2004)

(Krause DS et al. Cell 2001)

Células epiteliales
(Krause DS et al. Cell 2001)

(Borue X et al. Am J Pathol 2004)

Retina
(Otani A et al. Clin Inv 2004)

Células ß del páncreas
(Ianus A et al. JCI 2003)

Músculo estriado
(Ferrari G et al. Science 1998)

Músculo cardíaco
(Orlic d et al. Nature 2001)

(Oishi et al. 
J Physiol 2002)

Células nerviosas
Neuronas
Astrocitos
Oligodendrocitos
(Brazelton TR et al. Science 2000)

Médula ósea

Células sanguíneas



células presentes en ella. Estas células,
por sucesivos eventos de proliferación y
diferenciación, generan un grupo de célu-
las, denominadas precursores compro-
metidos, que siguen manteniendo capa-
cidades proliferativas, pero que ya no
pueden automantenerse, es decir, no pue-
den dar lugar a células iguales a sí mismas
al dividirse, sino que generan células más
diferenciadas. Una gran proliferación de
estos precursores comprometidos es la
que genera el total de células diferencia-
das funcionales finales, necesarias para la
vida diaria del individuo. La identificación,
purificación y demostración funcional de
la capacidad de regeneración de esta
pequeña población ha sido ampliamente
demostrada y utilizada. La identificación
de células con capacidades similares en el
resto de tejidos y órganos adultos ayuda-
ría al abordaje de terapias regenerativas
específicas.

Sin embargo, recientemente se han
obtenido datos que rompen el dogma de
que una célula madre adulta está restrin-
gida al órgano en el que se aloja y que han
hecho que el interés por las células madre
adultas haya crecido. Como ya hemos
expuesto, uno de los primeros eventos en
el desarrollo embrionario de los animales
vertebrados es la especificación de las tres

capas germinales embrionarias: ectoder-
mo, que dará lugar a la piel y sistemas
neurales; mesodermo, que dará lugar a las
células sanguíneas, hueso, músculo, cartí-
lago y tejido adiposo; y el endodermo, que
originará al aparato respiratorio y el trac-
to digestivo y sus órganos (ver figura 1 en
página 21). Aunque el momento preciso
en el que una célula se compromete hacia
un determinado linaje o capa embriona-
ria no es bien conocido, existía la noción
de que esta especificación era irreversible
y se mantenía a lo largo de toda la vida del
individuo. Se pensaba que las células madre
adultas también cumplían esta premisa, de
manera que éstas eran las encargadas de
generar todas las células del órgano en el
que residían y sólo de ese órgano. Sin
embargo, múltiples evidencias obtenidas
recientemente han demostrado que bajo
determinadas circunstancias, células per-
tenecientes a un determinado órgano pue-
den dar lugar a células funcionales de otro
órgano, aún cuando éste procediera de
una diferente capa embrionaria. A este
fenómeno se le ha denominado “transdi-
ferenciación” y se ha definido como la
capacidad de células pertenecientes a un
determinado tejido u órgano de dar lugar
a células funcionales de otro tejido. La evi-
dencia de que determinadas poblaciones

celulares pueden transdiferenciar ha cre-
ado el concepto de plasticidad de las célu-
las madre, que propone que la determi-
nación embrionaria de las células madre
específicas de linaje no es tan estricta y que
puede ser modulada en respuesta a posi-
bles señales regenerativas emitidas por el
microambiente de un tejido u órgano
dañado. Este concepto de regeneración no
es nuevo y ya fue postulado por los pro-
pios escritores del Génesis al crear a Eva a
partir de un tejido adulto, la costilla de
Adán. De hecho, estos fenómenos ocu-
rren en el reino animal. Así en equino-
dermos y en urodelos anfibios, la pérdi-
da de una parte del cuerpo (pata, cola, ojo,
mandíbula, estructuras cardíacas) es rege-
nerada gracias a la plasticidad inducida en
determinadas células adultas. 

La médula ósea se ha revelado como
la población con mayor potencial de
transdiferenciación. La demostración de
que células de la médula ósea, produc-
toras de las células sanguíneas, pueden
contribuir a generar células funcionales
de multitud de tejidos no hematopoyé-
ticos se ha llevado a cabo marcando las
células productoras de la sangre, las célu-
las madre hematopoyéticas, y toda su
progenie y analizando después esa mar-
ca en células pertenecientes a órganos
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A la izquierda, una de las investigadoras del grupo de hematopoyesis, genotipando ratones deficientes en genes que originan enfermedades humanas. A la derecha,
arriba, uno de los técnicos del laboratorio de citometría manejando cultivos celulares. Abajo, instalaciones para el mantenimiento de animales inmunodeficientes.
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no hematopoyéticos. Así, se han encon-
trado células marcadas en la piel, epite-
lio pulmonar, epitelio intestinal, epitelio
renal, parénquima hepático, páncreas,
músculo esquelético, endotelio, miocar-
dio, retina y neuronas del sistema nervioso
central en el cortex y cerebelo (ver figu-
ra 2 en página 22). La incidencia de este
fenómeno es muy variable, desde menos
del 0,1% a casi el 20% de células del total
del tejido analizado. En la mayor parte
de los casos ha sido necesario que exis-
tiera daño tisular en los tejidos diana
para que se observaran estos fenóme-
nos, que en algunas ocasiones han llegado
a rescatar enfermedades generadas por el
malfuncionamiento del órgano diana.

En nuestro laboratorio hemos esta-
blecido un modelo murino de cirrosis
hepática y hemos demostrado que en este
modelo se produce también una contri-
bución de células derivadas de la médu-
la ósea en el tejido hepático dañado. Tam-
bién hemos demostrado que esta
contribución puede aumentarse median-
te tratamientos que aumentan el núme-
ro de células sanguíneas en el organismo.
Estas evidencias abren la puerta a una
posible modulación de los procesos de
plasticidad de células adultas y de su posi-
ble utilización terapéutica en medicina
regenerativa (figura 3).

Otro tipo de células madre adultas y
también residentes en la médula ósea son
las células mesenquimales (MSC), tam-
bién llamadas células madre estromales.
Fueron descritas por primera vez en 1976
por A. Friedenstein en la antigua Unión
Soviética. Son progenitores no-hemato-
poyéticos multipotentes con capacidad
de autorrenovación. Las células mesen-
quimales son capaces de diferenciarse
hacia tejidos de linaje mesodérmico, como
el tejido óseo, el tejido cartilaginoso y el
tejido adiposo. Trabajos más recientes
han demostrado que estos progenitores se
pueden diferenciar hacia miocitos, hepa-
tocitos y células gliales, lo que sugiere la
posibilidad de que estas células puedan
comportarse como células madre pluri-
potenciales. Se han aislado principalmente
en médula ósea adulta donde representan
un 0,01-0,001% del total de las células.
Otras fuentes de obtención de células

mesenquimales han sido la sangre peri-
férica, los lipoaspirados, el cordón umbi-
lical, la placenta, y el hígado fetal. Estas
células son atractivas candidatas para su
uso clínico, porque se expanden rápida-
mente en cultivo y también, por su carác-
ter multipotente y por su susceptibilidad
a la manipulación genética. Se han emple-
ado en ensayos clínicos para el tratamiento
de la osteogénesis imperfecta y de enfer-
medades metabólicas como el síndrome
de Hurler y la leucodistrofia metacromá-
tica, así como para prevenir y tratar la
enfermedad de la reacción inmunológica
del injerto contra el huésped en el trans-
plante alogénico de médula ósea.

La utilización de células madre adultas
plantea una serie de ventajas respecto a las
células embrionarias. Carece de las impli-
caciones éticas que supone la obtención de
células madre embrionarias. Minimiza los
riesgos de crecimiento incontrolado, con
posible generación de tumores, de las cé-
lulas primitivas. El trasplante de células ma-
dre adultas lleva muchos años aplicándo-
se en la clínica, como es el caso del tras-
plante de médula ósea en enfermedades
hematológicas. Por último, al obtenerse las
células del mismo paciente, la información
genética es la misma, evitándose así todos
los posibles problemas de rechazo o de
reconocimiento del receptor como extra-
ño por parte de las células trasplantadas.
Por el contrario, la potencialidad de las cé-
lulas madre adultas para producir cual-
quier tipo celular no está claramente de-
mostrada, hecho que si lo está en el caso
de las células madre embrionarias.

Otro problema a resolver deriva de la
posible inestabilidad genética de las célu-
las que necesitan ser cultivadas durante lar-
gos periodos de tiempo para la produc-
ción de un número suficiente de células
para su aplicación. Éste era un problema
que parecía que las células madre adultas
más indiferenciadas no presentaban, ya que
se pensaba que tenían mecanismos espe-
cíficos para evitarlos. Sin embargo,
recientemente se han obtenido evidencias
que demuestran que esto ocurre en deter-
minados casos, hecho que obligará a un
continuo seguimiento de las poblaciones
en cultivo que fuesen a ser posteriormente
infundidas en pacientes. 

Por otro lado, el hecho de poder man-
tener en cultivo durante un tiempo más
o menos largo a estas poblaciones celula-
res permitirá la combinación de las tec-
nologías de terapia celular y medicina
regenerativa con otras tecnologías como
la terapia génica. De esta forma, se podrán
manipular las células a trasplantar para que
expresen proteínas que mejoren la pato-
logía a tratar (figura 4). De hecho, tera-
pia celular con células madre hematopo-
yéticas se lleva haciendo desde hace más
de 35 años mediante trasplantes de médu-
la ósea. En la actualidad, la transducción
de células madre hematopoyéticas con
vectores virales está muy desarrollada y hay
ya ensayos clínicos avanzados de terapia
génica con células madre hematopoyéti-
cas para el tratamiento de enfermedades
hematológicas hereditarias. La combina-
ción de las propiedades plásticas de las
células madre hematopoyéticas con pro-
tocolos de terapia génica podría facilitar
la expresión de genes de interés en órga-
nos diana no hematopoyéticos, de más
difícil acceso o en los que es más difícil
introducir genes.

Manipulación de los procesos de 
regulación de la expresión génica
Ya hemos comentado que el desarrollo
embrionario está estrictamente regulado
por la expresión ordenada de toda una
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Figura 3. Ejemplo de células hepáticas expresando la
proteína verde fluorescente, marcador que indica su
procedencia de células de la médula ósea. Se puede
ver un hepatocito binucleado (azul), delimitado por la
línea discontinua amarilla, expresando la albúmina (blan-
co), proteína que se expresa exclusivamente en hepa-
tocitos, y la proteína verde fluorescente (verde).



serie de genes. También hemos expues-
to que durante los fenómenos de trans-
diferenciación se silencia un determina-
do programa genético de un tejido y se
induce la expresión de un programa gené-
tico nuevo. El conocimiento de los genes
implicados en esta regulación y del papel
que desempeñan permitiría su utilización
para el encendido o apagado del pro-
grama genético de interés. Como ejem-
plo, hace algunos años el grupo de J.C.
Ispizua-Belmonte consiguió que un
embrión de pollo desarrollara una extre-
midad ectópica por efecto de la sobre-
expresión de un gen regulador del desa-
rrollo embrionario en células en las que
no se expresaba de manera natural. De
esta forma, el tratamiento localizado con
factores determinados podría inducir la
desdiferenciación o transdiferenciación
de células vecinas a la lesión para rege-
nerar la zona dañada.

La industrialización de las células madre
Con todas estas expectativas, el interés
de la industria farmacéutica por estas tec-
nologías es muy importante. Para hacer-

nos una idea de la dimensión del fenó-
meno, si escribimos “stem cells” en el bus-
cador Google™, nos aparecen más de 6
millones de entradas. En términos eco-
nómicos, podemos citar el caso del esta-
do de California que aprobó en 2004 un
presupuesto de 3.000 millones de dólares
para la investigación con células madre
embrionarias.

Algo similar ocurre con la posible uti-
lización de las células madre adultas
mesenquimales. Por ejemplo, la empre-
sa San Diego-based Macropore Bio-
surgery está desarrollando un procedi-
miento para la extracción e inmediata
reinfusión de células madre derivadas
de lipoaspirados (CMDL) para el tra-
tamiento de infarto de miocardio. Otra
compañía, en este caso japonesa, está
intentando utilizar esta misma fuente
de células en cirugía plástica para aumen-
to de pecho e incluso para reconstruc-
ción tras mastectomía. Osiris Thera-
peutics (Baltimore, USA), una compañía
pionera en el uso de células madre
mesenquimales lleva ya más de seis años
trabajando en la utilización de estas célu-

las para regenerar hueso, cartílago y otros
tejidos.

En España, el desarrollo de empresas
biotecnológicas basadas en la utilización
de algún tipo de célula madre es muy inci-
piente. La empresa Cellerix del grupo
Genetrix es pionera en España y en toda
Europa en la utilización de células mesen-
quimales derivadas de lipoaspirados, sien-
do los proveedores de un ensayo clínico
para el tratamiento y ayuda a la cicatri-
zación de fístulas relacionadas con enfer-
medad de Crohn. Este ensayo clínico, en
estos momentos en fase II sobre un gru-
po de 50 personas constituye, posible-
mente, la primera aplicación directa sobre
humanos de las células mesenquimales
derivadas de lipoaspirados.

Uno de los problemas a solventar
para la utilización masiva de las célu-
las madre en clínica deriva de la posi-
bilidad de patentar su uso. En este sen-
tido, aún cuando las células en sí no
pueden ser objeto de patente, sí podría
serlo una aplicación concreta. En otros
casos, lo que podría ser objeto de paten-
te sería un tipo de manipulación in
vitro mediante procedimientos deter-
minados y medios de cultivo precisos.
En un caso, la aplicación, y en el otro,
el procedimiento podrían ser sujetos a
patente.

En definitiva, es de esperar en los
próximos años una auténtica avalancha
de posibles aplicaciones de las células
madre, de diferentes desarrollos y de
nuevas empresas que hagan que la lla-
mada terapia regenerativa pase a ser una
auténtica especialidad médica que nos
permita abordar enfermedades incura-
bles en la actualidad. ■
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— Sell S. Stem Cells Handbook. New Jersey, USA:
Humana Press Inc.; 2004
— Stem Cells: Scientific Progress and Future Research
Directions. NIH Report. http://stemcells.nih.gov.
— Wagers A.J., Weissman I.L. Plasticity of adult
stem cells. Cell. 2004;116:639-648.
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Hematopoietic Mobilization in Mice Increases
the Presence of Bone Marrow–Derived

Hepatocytes Via In Vivo Cell Fusion
Oscar Quintana-Bustamante, Alberto Alvarez-Barrientos,2 Alexander V. Kofman,3 Isabel Fabregat,4 Juan A. Bueren,

Neil D. Theise,3 and José C. Segovia

The mechanisms for in vivo production of bone marrow–derived hepatocytes (BMDHs) remain
largely unclear. We investigated whether granulocyte colony–stimulating factor (G-CSF)–medi-
ated mobilization of hematopoietic cells increases the phenomenon. Recurrent liver injury in
mice expressing green fluorescent protein (EGFP) in all hematopoietic-derived cells was pro-
duced by 3 months of carbon tetrachloride (CCL4) injections. Histologically, there were necrotic
foci with histiocyte-rich infiltrates, but little oval cell proliferation. Subsequently, some animals
were mobilized with G-CSF for 1, 2, or 3 weeks. Animals were sacrificed 1 month after growth
factor treatment. BMDH percentages were lower than previously reported, though G-CSF mo-
bilization significantly augmented BMDH production in injured livers. BMDHs originating
from in vivo fusion were evaluated by transplanting female EGFP� cells into male mice. Binucle-
ated, EGFP� hepatocytes with one Y chromosome, indicating fusion, were identified. In conclu-
sion, (1) mobilization of hematopoietic cells increases BMDH production and (2) as with the
FAH-null model, the first model demonstrating hematopoietic/hepatocyte fusion, recurring
CCl4-induced injury has macrophage-rich infiltrates, a blunted oval cell response, and a predom-
inantly in vivo fusion process for circulating cell engraftment into the liver. These findings open
the possibility of using hematopoietic growth factors to treat nonhematopoietic degenerative diseases.
Supplementary material for this article can be found on the HEPATOLOGY website (http://
interscience.wiley.com/jpages/0270-9139/suppmat/index.html). (HEPATOLOGY 2006;43:108-116.)

During recent years, the central tenet of develop-
mental biology—that origin in the three embry-
onic germ layers rigidly determines subsequent

differentiation—has been questioned as the result of a
newly demonstrated potential of adult cells commonly

referred to as cellular plasticity. Plasticity describes the
conversion of a cell from one tissue lineage to a completely
different one, with a loss of specific markers and of previ-
ous functionality in the original tissue, and with the ac-
quisition of markers and functions related to the new
lineage.1,2 Bone marrow (BM) cells have extensively dem-
onstrated this capability. This has been studied in lethally
irradiated and transplanted hosts that were damaged in
the target tissues.2,3 Expression of specific markers from
BM donors has been described for nonhematopoietic cells
in a broad range of tissues.1,4

The incidence of plasticity has been shown to be
very variable, from extremely rare events to between
20% and 40% of the tissue.2 In the liver, different
models of hepatic damage have been applied to dem-
onstrate plasticity of hematopoietic cells to hepato-
cytes, with heterogeneous results.5,6 It is also clear that
BM cells may help restore hepatic degenerative diseas-
es.7,8 Hepatic9 and hematopoietic10,11 growth factors
have been proved to increase the regenerative process
after carbon tetrachloride (CCl4) hepatic injury. Al-
though the treatment can be beneficial, the contribu-

Abbreviations: BMDH, bone marrow–derived hepatocyte; G-CSF, granulocyte
colony–stimulating factor; EGFP, expressing green fluorescent protein; BM, bone
marrow; PBS, phosphate-buffered saline; DAPI, 4,6-diamidino-2-phenylindole;
Y-ch, Y chromosome.
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tion of bone marrow– derived hepatocytes (BMDHs)
to the injury repair is not completely understood.

Two primary mechanisms for the generation of non-
hematopoietic tissues from circulating marrow–derived
cells have been demonstrated: direct differentiation into
mature cells of different tissues following engraftment and
fusion between hematopoietic cells and differentiated
cells of the target nonhematopoietic tissue. In either case,
modulation of the hepatic potential of some BM-derived
populations might be a useful means of treating liver dis-
ease and is therefore worth exploring for the development
of alternative treatments of hepatic disorders in human
patients.

Many different soluble factors regulate the prolifera-
tion and differentiation of the hematopoietic cells.12

Some of these factors have the ability to mobilize hema-
topoietic progenitors and hematopoietic stem cells from
the BM to the periphery, increasing the total number of
circulating hematopoietic cells. In particular, granulocyte
colony–stimulating factor (G-CSF) was the first factor
described with this property.13-15 G-CSF mobilization of
hematopoietic progenitors is widely used for hematopoi-
etic transplantation.16 Very recently, it has been described
that G-CSF treatment can speed the recovery after liver
damage with CCl4 in mice via endogenous hepatic mech-
anisms without contribution of BMDH.11,17

In the present study, we show that treatment of CCl4-
hepatic damaged animals with G-CSF significantly in-
creases the presence of hepatocytes derived from BM cells.
Moreover, we demonstrate that in our model, the gener-
ation of these BMDHs occurs via in vivo cell fusion events
between endogenous hepatocytes and hematopoietic
cells.

Materials and Methods

Animals and Bone Marrow Transplants. Eight- to
ten-week-old C57BL/6JxDBA/2 F1 mice (B6D2F1;
CD45.2 phenotype) or B6.SJL-Ptprca/bPep3b/BoyJx-
DBA/2 female mice (P3D2F1; CD45.1 phenotype) were
used as recipients of BM cells. Breeding pairs were bred at
the CIEMAT animal facility. The F1 male mice of
C57BL/6J-�actinEGFP (kindly provided by Dr. M. Ok-
abe, Osaka, Japan) xDBA/2 (BDGF1; CD45.2 EGFP�

phenotype) were used as donors of BM cells. Recipients of
BM transplants were irradiated with Philips MG324 X
ray equipment (Philips, Hamburg, Germany). For in vivo
fusion studies, the sex of donors and recipients were
switched to facilitate the identification of the BMDH
origin.

Recurring Hepatic Damage and Hematopoietic
Cell Mobilization. Chimeric mice were treated with 10

mL of 10% CCl4 (Fluka, Buchs, Switzerland) in olive oil
per kilogram of body weight or with phosphate-buffered
saline (PBS) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) via
intraperitoneal injection once a week over 3 months. He-
patic damage was confirmed via analysis of serum hepatic
parameters with a Konelab 20 equipment (Termo Clini-
cal Labsystems, Vataa, Finland).

For G-CSF treatment, 50 �g/mouse of pegylated G-
CSF (Neulasta, Amgen, Breda, The Netherlands) in PBS/
0.1% bovine serum albumin was administered weekly via
subcutaneous injection. One weekly injection of pegy-
lated G-CSF induces the same effect of a 12-hour injec-
tion for 5 days’ protocol using nonpegylated G-CSF.18,19

Tissue Collection. Animals were transcardially per-
fused with 10 mL cold PBS/20 mmol/L EDTA, followed
by 25 mL cold 4% paraformaldehyde (Merck, Darm-
stadt, Germany)/PBS. Livers were excised and one part of
each liver lobe was additionally fixed in 4% paraformal-
dehyde/PBS at 4°C. Samples were then incubated in 30%
sucrose/PBS at 4°C overnight and kept in Optimal Cut-
ting Temperature (OCT) solution (Sakura Finetek,
Zoeterwoude, Netherlands) at �70°C. The rest of each
liver lobe was fixed in 4% formaline and paraffin-embed-
ded.

Histological and Immunohistological Analysis. For
liver histological studies, 5 �m paraffin-embedded sec-
tions were stained with hemotoxylin-eosin. For immuno-
histochemistry in frozen tissue, 12-15 �m frozen sections
were fixed in acetone, blocked with 5% fetal calf serum
(Sigma Chemicals, St. Louis, MO) in PBS, incubated
with rabbit anti-GFP antibody (Molecular Probes, Lei-
den, The Netherlands) and a biotinylated rat anti-mouse
CD45 (clone 30-F11; BD Bioscience Pharmingen, San
Jose, CA), and washed and incubated with goat anti-rab-
bit labeled with FITC (Jackson Immunoresearch Labora-
tories, Cambridgeshire, UK) and avidin Texas Red
(Vector Laboratories, Burlingame, CA). Albumin and
carcinoembrionic antigen were detected as indicated in
supplemental material. Finally, sections were counter-
stained with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) and
mounted in Mowiol solution.

To detect the presence of hepatocellular glycogen, pe-
riodic acid-Schiff staining (Merck, Darmstadt, Germany)
was performed according to manufacturer’s recommen-
dations.

To identify oval cell reaction, staining for biliary-type
cytokeratins was performed using broad spectrum rabbit
anti-cow cytokeratin antibodies (panK; DakoCytoma-
tion, Carpinteria, CA) on paraffin-embedded, fixed tissue
using standard techniques, and colorizing with diamino-
benzidine and Mayer’s hematoxylin. The number of oval
cells per portal tract were counted around the 25 smallest
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portal tracts in each tissue section examined according to
established protocol.20

Fluorescence In Situ Hybridization. Five-micro-
meter slides were hybridized for Y chromosome identifi-
cation according to the STARFISH manufacturer’s
protocol (Cambio, Cambridge, UK) (see supplemental
material for details).

Quantification of BMDHs. Tissue sections were
analyzed with an Axioplan 2 imaging fluorescent micro-
scope (Zeiss, Jena, Germany) or with a Bio-Rad Radiance
2100 confocal microscope system (Zeiss). Quantification
of BMDHs was performed by counting all the cells ac-
complishing the required characteristics (see Results) in
each tissue section. At least four different tissue sections
from two different lobes of each analyzed liver were eval-
uated. To estimate the total number of hepatocytes and
infiltrating hematopoietic cells in each liver section,
5 to 8 random �100 images were counted and extra-
polated to the total tissue section by multiplying by the
total number of �100 images obtained per slide. The
percentage of BMDHs was then obtained using the fol-
lowing formula: total number of BMDHs per tissue sec-
tion/estimated number of total hepatocytes per tissue
section.

Statistical Analysis. Data are expressed as the
mean � SEM. Significance of differences was determined
via nonparametric Wilcoxon Mann-Whitney W test and
Kruskal Wallis test using Statgraphics software (Manugis-
tics Inc., Rockville, MD).

Results

Evaluation of Damage With Continued CCl4 Ad-
ministration to Study the Contribution of BM Cells to
the Regeneration of the Liver. For the development of
a mouse model of hepatic damage (Fig. 1A), CD45.1
female mice were lethally irradiated and transplanted with
107 total BM cells from male CD45.2 congenic mice,
which also express EGFP under the control of the �-actin
ubiquitous promoter. Exogenous hematopoietic engraft-
ment was analyzed 1 and 3 months after BM transplan-
tation. The percentage of blood donor cells (CD45.2�

and GFP�) was analyzed by flow cytometry. A mean per-
centage of 96.15 � 0.73% CD45.2� was observed in the
recipient mice, indicating almost complete regeneration
of the hematopoiesis from the exogenous cells. When the
percentage of EGFP cells was analyzed, 79.36 � 0.72% of
total cells were EGFP�. Variations of EGFP expression
were also confirmed in the liver of the donor animals,
where 10% to 15% of hepatocytes did not express the
transgene.

To induce an ongoing liver damage, 10 mL of 10%
(v:v) CCl4/kg of body weight was injected intraperitone-
ally every week for 3 months. Different plasma parameters
such as glutamic-pyruvic aminotransferase, glutamic-ox-
aloacetic aminotransferase, and bilirubin were analyzed.
As shown in Fig. 1B, glutamic-pyruvic aminotransferase
values in CCl4-treated mice were approximately 15 times
higher than in nontreated mice, glutamic-oxaloacetic
aminotransferase values increased nearly four times, and
bilirubin values increased two times. Histological evalua-
tion of hepatic slides (Fig. 2) showed that in contrast to
nontreated mice, in which all hepatocytes had a similar
size and there were few hematopoietic cells infiltrating the
liver parenchyma (Fig. 2A), the livers of CCl4-treated
mice showed hepatocellular regeneration with prominent
anisonucleosis and focal, scattered necrotic foci within the
parenchyma without obvious zonal distribution (Fig.
2B). Cellular infiltrates in these foci were predominantly
clustered histiocytes expressing the EGFP protein (Fig.
2C-D). No significant scarring or nodularity was present,
thus a transition to cirrhosis was not observed.

Prominent oval cell reactions as are seen in many acute
injury models like acetaminophen toxicity,20 were not
identified in response to CCl4. Here, the highest number
of oval cells per portal tract was twice normal, though not
statistically significant (data not shown).

G-CSF Mobilization Increases the Number of He-
matopoietic Cells Infiltrating the Liver Structure. To
study whether the increase of total hematopoietic cells
and hematopoietic stem cells in the circulation could in-
crease the number of exogenous hematopoietic cells in the
liver, groups of nontreated or CCl4-treated animals were
additionally treated with G-CSF for 1, 2, or 3 weeks.
Between 3 and 6 animals/group were studied. In all mo-
bilized animals, blood cell numbers increased 4 to 10

Fig. 1. Liver damage induced by continuous treatment with CCl4. (A)
Scheme of the experimental protocol used to induce chronic liver failure.
(B) Hepatic parameters in plasma of untreated (white bars) and CCl4-
treated (black bars) at the end of chronic liver damage. BMC, bone
marrow cells; EGFP, enhanced green fluorescent protein; GPT, glutamic-
pyruvic aminotransferase; GOT, glutamic-oxaloacetic aminotransferase.
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times depending on the number of weeks with G-CSF
treatment. One week after the last injection, animals were
sacrificed, and the presence of hematopoietic cells in the
liver was detected via immunofluorescence using anti-
CD45 and anti-EGFP antibodies. To minimize the con-
tamination with hematopoietic cells present in liver
sinusoids, animals were extensively perfused with saline
solution before fixation. In non–G-CSF–treated, as well
as in mobilized animals, we observed the presence of
EGFP� cells (Figs. 2D, 3A, green). The majority of these
cells were also CD45� (Fig. 2A, yellow indicating colo-
calization of EGFP and CD45) demonstrating that they
were hematopoietic cells. Clusters of these cells, probably
macrophages by morphology, were also observed in the
injured liver of CCl4-treated mice (Fig. 2D).

When we compared nontreated versus CCl4-treated
animals, the level of hematopoietic cells (evaluated as
CD45� [red] cells/total liver cells) in damaged livers was
increased (Fig. 3B). This hematopoietic infiltration was
distributed mainly as cell groups, predominantly macro-
phages positive for the F4/80 monoclonal antibody (not
shown), in necrotic areas in the CCl4-treated group, prob-
ably recruited from circulating monocytic precursors as
part of the inflammatory response. In the nonmobilized
group, the cells were distributed regularly, primarily in
the liver sinusoids. When the animals were treated with
G-CSF for 1, 2, or 3 weeks, a progressive increase of
hematopoietic cells in the liver was observed that directly
correlated with the number of weeks of G-CSF treatment
(Fig. 3A-B).

Functional Hepatocytes Derived From the BM Are
Detected in the Liver of CCl4-Treated Mice. Due to
the reported plasticity phenomena of hematopoietic cells,
we next looked for BMDHs in the different groups. In the
livers of CCl4-treated animals, we detected EGFP� cells,
which were large, polygonal, single, or multiple round
nuclei often with prominent nucleoli and a moderate to
low nucleus/cytoplasm ratio (i.e., the typical morphology
of hepatocytes). These cells appeared integrated into hep-
atocellular trabeculae and had an appearance identical to
surrounding hepatocytes. They did not express the CD45
hematopoietic antigen (Fig. 4A). To confirm the com-
plete absence of hematopoietic marker expression on
these cells, we took confocal image sequences of these cells
along the z-axis all the way through the tissue section

Fig. 2. Histological features induced by CCl4 treatment. The micro-
graphs show hematoxylin-eosin–stained liver sections from (A) untreated
and (B-C) CCl4-treated animals. Large cells with (B) high nuclear vari-
ability and (C) hematopoietic infiltrations (arrows) can be seen. (D) EGFP
(green) and DAPI nuclei staining (blue). Inset: CD45 (red) and EGFP plus
CD45 expression (yellow) detected in the histiocytic nodules. Original
magnification is shown in each panel.

Fig. 3. G-CSF mobilization induces hematopoietic liver infiltration in
untreated and CCl4-treated mice. (A) Triple-staining for EGFP (green),
CD45 (red), and nuclei (blue) of liver cryosections from untreated and
CCl4-treated animals mobilized with G-CSF or not for 3 weeks. Livers were
extracted 1 week after the last dose of pegylated G-CSF; nuclei were
stained with DAPI (blue); colocalization is represented in yellow. Negative
and positive controls of the immunostaining are provided in the supple-
mental material. (B) Quantification of the presence of hematopoietic
cells in livers after 0, 1, 2, and 3 weeks of pegylated G-CSF treatment.
See Materials and Methods for details of quantification. Statistically
significant differences between untreated (white bars) and CCl4-treated
(black bars) animals and between CCl4-treated and nonmobilized (n �
9) or mobilized for 2 (n � 4) or 3 (n � 10) weeks with G-CSF are
represented (Mann-Whitney test, P � .05 and P � .01 as indicated).
G-CSF, granulocyte colony–stimulating factor.
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(12-15 �m thick). CD45 expression was never seen in any
confocal section of these polygonal cells (Fig. 4B). How-
ever, when we observed other small cells, identified as
hematopoietic cells, EGFP and CD45 expressions were
colocalized in the same section or alternated in consecu-
tive sections. Thus, we assumed that there were BM-de-
rived cells that were negative for hematopoietic markers
(CD45) and had hepatocyte morphology (Fig. 4A-B).
The majority of these BMDHs were located as isolated
cells, although pairs of cells were also observed.

To determine if BMDHs had hepatocyte function-
ality, we analyzed the expression of specific hepatic
proteins. The expression of albumin, biliary glycopro-
tein 1 (as specifically identified via its cross-reaction
with rabbit polyclonal anti-carcinoembryonic anti-
gen21) and hepatocyte-type cytokeratins was analyzed
via immunofluorescence on paraffin-embebbed sec-
tions. Albumin expression, which is heterogeneously
expressed in endogenous hepatocytes and is detected as
cytoplasmatic granules, was clearly observed in EGFP�

cells (Fig. 4C). The hepatocyte-specific CEA antigen

was also positive in BMDHs (not shown). Hepatocytes
accumulate glycogen in their cytoplasm due to their
gluconeogenesis metabolic function. We also analyzed
glycogen storage using periodic acid-Schiff analysis and
confirmed that BMDHs accumulate glycogen (Fig.
4D). Other characteristics of hepatocytes, such as pos-
itive cytokeratin staining or characteristic high red
autofluorescence due to the presence of porphyrins,22

were also observed in these cells (data not shown). In
conclusion, we demonstrated that BMDHs are fully
functional by morphological and functional parame-
ters. Interestingly, BMDHs (GFP�/CD45�) were only
detected in damaged livers. Their frequency was very
low (1 BMDH per 250,000 hepatocytes), suggesting
that CCl4 damage was required to induce the presence
of BMDHs in the liver, though at a low level.

G-CSF Mobilization Significantly Increases the Ap-
pearance of BMDH in the Livers of CCl4-Treated
Animals. Next, we investigated if G-CSF treatments
would also increase the number of BMDHs. The analysis
of the damaged and mobilized mice revealed a direct cor-

Fig. 4. Identification of BMDHs. (A) Two
different examples (A1, A2) of cells accomplish-
ing the conditions defining a BMDH. A’, CD45�

(red negative); A’’, EGFP� (green), hepatocyte-
like nucleus, and cytoplasm; A’’’, merged im-
ages. (B) Confocal microscopy Z-axis analysis
of a BMDH to demonstrate the nonexpression
of CD45 antigen. Images correspond to suc-
cessive 0.25-�m thick sections separated by 1
�m; (C) Expression of specific hepatocyte pro-
teins by BMDHs. C’, albumin expression
(white); C’’, EGFP expression (green); C’’’,
merged images together with DAPI staining
(blue). (D) Periodic acid-Schiff staining to dem-
onstrate the capacity to accumulate glycogen
of BMDHs. D’, CD45�; D’’, EGFP�; D’’’, merged
image of D’, D’’, and DAPI; D’’’’, periodic acid–
Schiff � staining of the selected cell. EGFP,
enhanced green fluorescent protein; PAS, peri-
odic acid-Schiff.
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relation between the number of weeks with G-CSF treat-
ment and the number of BMDHs present in the livers.
Increments of 1.5-, 7-, and 17-fold were observed after 1,
2, and 3 weeks of G-CSF treatment, respectively (Fig. 5).

Although strongly significant, the number of BMDHs
in the liver was very low, even after 3 weeks of G-CSF (1
BMDH versus 18 BMDHs per 250,000 hepatocytes; av-
erage of 5 and 6 animals analyzed, respectively; P � .05).
Thus, a significant contribution of the BMDH in the
recovery of the liver function would not be expected. In
fact, we could not observe any shortening in the recovery
to normal levels of the serum hepatic parameters after
G-CSF treatment (data not shown).

BM-Derived Hepatocytes Were Originated by Cel-
lular Fusion. Finally, we investigated whether BM
hepatocytes originated from a direct differentiation pro-
cess in which cells from BM directly change their hema-
topoietic fates to a hepatic program upon entry into the
liver and engraftment, or whether they were generated by
an in vivo fusion process between endogenous hepatocytes
and hematopoietic cells infiltrating the liver. We trans-
planted BM cells from female BDGF1 mice (constitu-
tively expressing EGFP) into irradiated male P3D2F1
animals and then applied the CCl4�3w-G-CSF protocol.
In this design, if an EGFP� hepatocyte originated from a
direct differentiation process, it would express the EGFP
marker but would not have any male marker (Y chromo-
some [Y-ch]). On the contrary, if BMDHs resulted from
an in vivo fusion event, they would also have the recipi-
ent’s Y-ch (Fig. 6A). Thus, we analyzed the colocalization
of Y-ch signal, EGFP, and cytokeratin expression using
simultaneous fluorescence in situ hybridization, immuno-
fluorescence, and immunohistochemistry in liver sections

of CCl4-treated and G-CSF–mobilized animals (n � 6;
two sections from two different lobes per animal). We
found that 74 � 7% BMDHs were simultaneously
EFGP� and Y-ch�. Moreover, BMDHs expressed he-
patic cytokeratins (inner box in Fig. 6B2’’’), and the ma-
jority of them contained two nuclei: one large, round, and
positive for the Y-ch, and the other one smaller, more
condensed, and Y-ch–negative (Fig. 6B). As an internal
control, we also analyzed the presence of Y-ch in CD45�

cells and endogenous hepatocytes. No Y-ch signal was
detected in the nuclei of hematopoietic cells infiltrating
the liver tissue, and 81 � 4% (n � 4) of the endogenous
hepatocytes had a Y-ch signal. Because no statistical sig-
nificance was observed between Y-ch� BMDHs and Y-
ch� endogenous hepatocytes, we assumed that BMDHs
originated through cell fusion. Interestingly, the observa-
tion of these two nuclei with very different structure sug-
gested that cytoplasmic but not nuclear fusion had
occurred. These data strongly suggest that the emergence
of EGFP� BMDHs induced by CCl4 treatment and aug-

Fig. 5. G-CSF increases the percentage of BMDHs in a dose-
dependent manner. The number of BMDHs present in the livers of
animals treated with CCl4 for 3 months and then with pegylated G-CSF
for 0, 1, 2, or 3 weeks are shown. See Material and Methods for details
of counting. The fold of increase with respect to no G-CSF treatment is
shown. Statistically significant differences between CCl4-treated and
nonmobilized (n � 6) mice or mice mobilized for 1 (n � 3), 2 (n � 4),
or 3 (n � 5) weeks with G-CSF are represented (Mann-Whitney test, P �
.01). BMDH, bone marrow–derived hepatocytes; G-CSF, granulocyte
colony–stimulating factor.

Fig. 6. BMDHs originate via in vivo fusion events. (A) Diagram
showing the read-out of the presented experiment to distinguish the two
possibilities of BMDH generation. (B) Two different examples of male
hepatocytes (Y-ch�) expressing the EGFP protein are shown (B1, B2). B’,
fluorescence in situ hybridization (red) and DAPI staining (blue); B’’,
EGFP stain (green) and DAPI (blue); B’’’, merged images showing the
presence of the Y-ch� in one nucleus of the binucleated cells. Typical
hepatocyte nuclei positive for the Y-ch� are shown indicating the receptor
origin (arrows), smaller nuclei from donor BM (arrowheads) in BMDHs,
and hematopoietic cells (asterisks). Inset: cytokeratin staining using
panK polyclonal antibody visualized with a peroxidase conjugated sec-
ondary antibody merged with the EGFP staining. The characteristic
pericytoplasmic staining of this antigen (red arrow) is observed in
Y-ch�/EGFP� cells. EGFP, enhanced green fluorescent protein; Y-ch, Y
chromosome; FISH, fluorescence in situ hybridization.
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mented by G-CSF mobilization is mainly due to in vivo
fusion events between BM-derived cells and endogenous
hepatocytes.

Discussion
In the present study, we show that G-CSF treatment of

mice with chronic liver damage increases the number of
hematopoietic cells infiltrating the liver as well as the
number of BMDHs. Moreover, we demonstrate that the
principal mechanism accounting for the production of
BMDHs occurs via in vivo cell fusion between resident
hepatocytes and hematopoietic cells.

To study the plastic properties of BM cells, we used an
established protocol of ongoing liver damage through the
periodic injection of a chemical compound, CCl4, over 3
months.6,11,23-25 The data clearly demonstrate liver injury
in the treated animals with necrotic areas, regenerative
hepatocytes, and increase of infiltrated hematopoietic
cells.

G-CSF treatment has been described to increase the
number of peripheral blood cells and to mobilize progen-
itors and stem cells from the BM to the periph-
ery.13-15,18,26 Increase in liver infiltration of primitive he-
matopoietic cells has been described after G-CSF treat-
ment,27 and it has been observed that G-CSF treatment
accelerates liver recovery by at least 1 week after acute
CCl4 damage.11 Our results indicate that the continuous
treatment of recipients with G-CSF increases the number
of hematopoietic cells infiltrating the liver in normal as
well as liver-injured animals. This increase is directly re-
lated to the number of weeks of G-CSF treatment and is
strongly increased in CCl4-treated animals. However, we
have not detected any amelioration in the recovery of liver
parameters (data not shown). Considering that we stud-
ied all the animals more than 1 month—instead of 2 to 5
days—after the last CCl4 injection,11 the endogenous
liver repair potential would have restored normal liver
functions in all groups.

To identify BMDHs, we looked for cells that showed
the following features: (1) hepatocyte morphology (large
polygonal cells with a regular cytoplasm, single or multi-
ple large nuclei with prominent nucleoli, and a moderate
to low nucleus/cytoplasm ratio); (2) integration into the
normal trabecular architecture; (3) expression of the
EGFP donor reporter protein; (4) no expression of hema-
topoietic markers (e.g., CD45 antigen) on their surfaces;
(5) expression of markers of hepatocyte-specific function
(e.g., production of albumin, canalicular staining with
pCEA, hepatocyte-type cytokeratin expression). Observ-
ing these characteristics, we found that the presence of
BMDH was clearly detectable, although very low, in the
CCl4-damaged liver (1 BMDH/250,000 total hepato-

cytes). However, no BMDHs were identified in non-
treated animals.

The presence of BMDHs has been extensively dis-
cussed, and data indicating from very low to very high
BM contribution to the liver parenchyma have been re-
ported (reviewed in Masson et al.28). It seems clear that if
the liver has been injured, the incidence of BMDHs is
increased.26,29-31 However, this phenomenon does not ap-
pear to occur after partial hepatectomy.32 Our data sup-
port the idea that liver damage is needed for the
contribution of BM cells to the formation of hepatocytes.
However, the contribution of BMDHs is very low, in
agreement with data previously reported5,6 and in con-
trast with reports that describe up to 20% BM contribu-
tion.26 Differences in liver damage protocols and in the
way BMDHs are defined probably account for these dis-
crepancies. Another explanation for our lower incidence
of BMDHs could be the differences in the timing selected
in our protocol set-up. We analyzed animals between 2
and 4 weeks after the last liver insult. Similarly, Kanazawa
and Verma6 analyzed CCl4-damaged animals and found
very similar data to those reported here. Others have an-
alyzed animals earlier and have found much higher num-
bers of BMDHs.11,29 A “short-term engraftment” of
BMDH, analogous to that recognized in marrow trans-
plantation of hematopoietic progenitors, that could func-
tion as a transient population would explain these
differences. This could perhaps relate to a limited life span
in BMDHs or a reduced ability to replicate (though the
presence of occasional doublets suggests otherwise).

We report that treatment of the damaged animals with
G-CSF increases the presence of BMDHs in the injured
liver. This effect is observed only in CCl4-damaged ani-
mals and not in non–CCl4-treated mice, suggesting a spe-
cific effect of G-CSF treatment in the CCl4-damaged
liver. Interestingly, CCl4 treatment alone induces a tran-
sient leukocytosis (data not shown). Other authors have
also described an increase in the presence of BMDHs after
treatment with G-CSF.11 Furthermore, we have observed
a clear relationship between the levels of BMDHs and the
duration of G-CSF treatment (up to 3 weeks), indicating
that this factor potentiates the contribution of BMDHs to
the hepatic structure.

Finally, we demonstrate that in our murine model of
CCl4 damage and G-CSF mobilization, BMDHs origi-
nate through in vivo fusion mechanisms. In vivo fusion
has been extensively described in FAH-null mice,7-9,33 in
which the selective advantage of fused cells strongly am-
plifies its contribution to the liver. Stadtfeld and Graf,34

using a very elegant transgenic approach, have suggest-
ed—although not formerly demonstrated—that BM-
DHs could derive from fusion events. We have
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demonstrated that endogenous hepatocytes and cells de-
rived from BM fused together in a murine liver damage
model in which no selective advantage has been shown.

Interestingly, this form of CCl4-induced injury is
known to be endothelial-toxic,35 has shown a predomi-
nantly macrophage infiltration in areas of hepatic necrosis
with local expansion of the infiltrated sinusoids, and has
failed to show a prominent oval-cell proliferative re-
sponse. These features are also seen in the FAH-null
model.36 Thus, we may speculate that this constellation of
injuries favors engraftment by fusion, by increasing the
number of fusogenic macrophages in the liver, obliterat-
ing the endothelial barrier between hepatocytes and mac-
rophages. Moreover, irradiation has also been described
to increase engraftment via cell fusion.37 Thus, irradiation
could also be involved in the process. Additionally, in a
model of exogenous BM engraftment into muscle cells, it
has been demonstrated that exogenous-fused nuclei,
though integrated, do not express muscle-specific pro-
teins.37 In the present study, although BMDHs func-
tioned as normal hepatocytes and expressed donor-
derived proteins (EGFP), we did not address the
reprogramming of the donor-fused nuclei (experiments in
that direction are now underway). Finally, it has been
described that one of the characteristics of the FAH model
is nuclear instability with high rates of aneuploidy even
before the animals are taken off of NTBC (2-(2-nitro-4-
trifluoromethylbenzoyl)-1,3-cyclohexanedione). This fact,
which was not addressed in our model, should facilitate
nucleus/nucleus fusion in that model. Although we can-
not exclude the possibility of nuclear fusion followed by
reduction division, though no mononucleated GFP pos-
itive hepatocytes were found, this would result in 100%
resolution of tetraploid-fused nuclei into two separate
diploid nuclei, which would be possible but not expected.

In conclusion, using a hematopoietic growth factor
(G-CSF), we have been able to modulate generation of
BMDHs in a growth factor dose-dependent manner and
in the absence of any exogenous selective cellular advan-
tage. In this model, the plasticity observed was very lim-
ited and was lower than previously described in other
models of injury or with other analytic approaches in the
same model. In particular, this protocol involved analysis
months after the final insult, perhaps representing a true
end point of the postinjury repair process. Additionally,
we have demonstrated that the main source of plasticity in
our experimental conditions is the in vivo cellular fusion,
presumably related to injury/repair mechanisms that in-
voke prominent infiltration of the liver by macrophages,
endothelial injury, and a blunted, endogenous oval-cell
response. Furthermore, fusion itself can be seen in low
level injury as well as in the more prominent effects dem-

onstrated previously in the FAH-null model; failure to
expand is likely due to the absence of the strong selective
advantage of that model.
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