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5-FC: 5-fluorocitosina  

ATCC: American Type Culture Collection 

BLI: imagen mediada por bioluminiscencia 

BMP: proteina morfogenica osea 

CCD: Charged couple device 

CD-UPRT: quimera fusionada de la Cytosina deaminasa y la Uracilo 

Fosforibosiltransferasa 

CGH: Hibridación Comparativa de Genoma 

CMV: citomegalovirus 

CZN: colenterazina 

DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole 

DMEM: Dulbecco’s modified eagle media-high glucose 

EGM2: Endotelial Growth Medium 

FACS: separación de células activada por fluorescencia 

FE: Fracción de eyección 

FC: fold change 

FDR: false discovery rate 

FE: fracción de eyeccion 

FP-MSC: células mesenquimales estromales de alta capacidad proliferativa 

(fast-proliferating hAMSC) 

GCV: ganciclovir 

hAMSC: célula estromal mesenquimal  de tejido adiposo 

hESC: células madre embionarias humanas 
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HLA: agente de histocompatibilidad humana 

IAM: infarto agudo de miocardio  

ICM: masa celular interna 

IGF: factor de crecimiento insulinico, (insulin-like growth factor) 

IM: intramuscular 

IP: intraperitoneal 

IPA: ingenuity pathway analyse 

iPSC: células madre pluripotentes inducidas 

ISCT: International Society for Cellular Therapy 

MI: infarto de miocardio 

MOI: multiplicidad de infección 

MSC: célula estromal mesenquimal  (mesenchymal stromal cell) 

OCT: Optimal Cutting Temperature compound 

P/S: penicilina-estreptomicina  

PC3: línea celular de cáncer de próstata humano 

PD: duplicación poblacional  

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas,  (platelet-derived growth 

factor)

PET: tomografía de emisión de positrones 

PFA: paraformaldehido 

PHC: photon counts 

PLuc: Photinus pyralis

RLuc: Renilla reniformis 
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SBF: suero bovino fetal 

SCID: Severe Combined Immunodeficiency 

TGF�: factor de crecimiento transformante beta, (transforming growth factor 

beta)

TK: timidin kinasa 

U87 MG: linea celular de glioma humano 

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular, (vascular endothelial growth 

factor)
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I. TERAPIA CELULAR 

1.  Medicina Regenerativa 

La medicina regenerativa es un campo emergente que se define como 

cualquier intervención médica destinada a reparar, reemplazar, o restaurar 

tejidos y órganos del cuerpo humano. Tiene un enfoque interdisciplinar, y 

abarca áreas como: la ingeniería de tejidos, biología del desarrollo y de las 

células madre, terapia génica, terapia celular, biomateriales, la 

nanociencia, bioingeniería y biología química. 

Hoy en día, la sustitución o reparación de un órgano o tejido no funcional puede 

llevarse a cabo mediante diferentes procedimientos, entre los que 

encontramos: alotrasplante (trasplante de órgano o tejido entre dos individuos 

de la misma especie), autotransplante (trasplante de un órgano o tejido del 

mismo individuo de un lugar a otro), xenotrasplante (trasplante efectuado entre 

miembros de diferentes especies), o con la ayuda de implantes de materiales 

biomiméticos. Estos tratamientos presentan ciertas limitaciones; los trasplantes 

que incorporen un órgano de otro individuo, ya sea de su misma especie o de 

otra, condicionan al receptor a tomar inmunosupresores de por vida; a esto se 

le suma otros inconvenientes como son la escasa disponibilidad de órganos y 

transmisión de patógenos en el caso de los alotrasplantes1 o las 

consideraciones éticas en los xenotrasplantes. Los autotransplantes evitan el 

rechazo inmunológico, su uso prevalece en cirugía plástica y reconstructora, su 

principal inconveniente es la disponibilidad de suficiente tejido sano, en estos 

pacientes2. La implantación de materiales biomimético, evita la mayoría de 

estos inconvenientes. Actualmente, podemos encontrar gran variedad de 

ejemplos: corazones artificiales3, válvulas de corazón4, prótesis de cadera5 o 

implantes de pecho6. Aunque estas prótesis tienen un impacto positivo en la 

sociedad, están sujetas a otro tipo de problemas, posibles fracturas, toxicidad, 

desgaste e incapacidad de adaptarse con el tiempo a las necesidades del 

cuerpo. 
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En los últimos años, el avance en este tipo de intervenciones ha sido notable, y 

nos ha permitido mejorar la calidad y esperanza de vida. Sin embargo, las 

limitaciones existentes, principalmente: disponibilidad de órganos y/o tejidos y 

posibles rechazos inmunológicos; han promovido la emergencia de terapias 

alternativas  con potencial  para paliar un número creciente de patologías   

 

2.  Terapia Celular: Definición 

Como ya hemos mencionando anteriormente, la terapia celular es una rama de 

la medicina regenerativa. Según la ASGCT (American Society of Gene & Cell 

Therapy), se podría definir como la transfusión o el trasplante de células 

enteras a un paciente para el tratamiento de una enfermedad hereditaria o 

adquirida. Investigaciones recientes indican que el uso de este tipo de 

estrategia es prometedor para tratar un amplio abanico de enfermedades 

humana, muchas de las cuales se pensaba hasta la fecha incurable: diversos 

tipos de cáncer, enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson, 

lesiones en la espina dorsal, diabetes o tratamiento de enfermedades 

cardiovasculares7. 

 

 

                         Figura 1: Aplicaciones potenciales de la terapia celular 
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3.  Reseñas Históricas

La utilización de células para tratar enfermedades no es un concepto nuevo. 

Desde tiempos ancestrales, se han ido utilizando tejidos de origen animal para 

curar enfermedades humanas, ejemplos de ellos se recogen en el antiquísimo 

tratado médico egipcio: el papiro de Ebers.  

El primer trasplante de célula registrado por la medicina moderna fue una 

transfusión sanguínea que data de 1667, de perro a humano, llevada a cabo 

por Jean-Baptiste Denys. Sin embargo, no hubo grandes avances en este tipo 

de tratamiento hasta después de la primera década del siglo XIX, cuando  se 

identificó la existencia de diferentes grupos sanguíneos, descubrimiento que 

nos permitió entender la relación entre la muerte del paciente y la 

incompatibilidad entre donante y receptor. Sin embargo, no fue hasta la década 

de los 40 del siglo XX, que las transfusiones sanguíneas se convirtieron en una 

técnica segura y con buenos resultados. 

El término actual de terapia celular debe su legitimidad científica a las 

investigaciones sobre el trasplante de medula ósea. Los primeros indicios de la 

efectividad de estos procedimientos, derivaron de la observación de ratones 

irradiados que morían por insuficiencia hematopoyética8 y sólo se recuperaban 

cuando recibían inyecciones de una suspensión celular de un órgano 

hematopoyético, como podía ser la medula ósea9. Pasado los años 50, se 

realizó el primer trasplante de médula en humanos con éxito; llevado a cabo 

entre gemelos univitelinos. Los trasplantes de células no alcanzaron un notable 

progreso hasta que en 1958, Jean Dausset identificara el primer agente de 

histocompatibilidad humana, HLA. Este tipo de proteína de superficie de la 

mayoría de las células permite al sistema inmune reconocerlas como 

endógenas o exógenas, y para en tal caso, eliminarlas. Basados en estos 

conocimientos en 1973, se concluyó exitosamente el primer trasplante de 

médula ósea entre personas no emparentadas. A partir de los 90, se produjo 

una rápida expansión de este tipo de terapias para el tratamiento de 

inmunodeficiencias y leucemias.  
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En 1988, se emplearon por primera vez las células de cordón umbilical en una 

terapia celular: para tratar la anemia de Fanconi en un niño de 6 años, y en 

1997 se emplearon, previamente expandidas ex vivo,  para tratar un  adulto con 

leucemia mieloide crónica. 

Otros importantes hitos científicos en 1998 fueron, el desarrolló por James 

Thompson de la primera línea de células madre embrionarias, a partir de la 

masa celular interna (ICM) de un embrión en estado de blastocisto; y la 

obtención de derivados de células germinales procedente del tejido gonadal del 

feto por John Gearhart . Estas células pluripotentes capaces de generar, bajo 

los estímulos adecuados, diferentes tipos celulares además de ser inmortales, 

ofrecían un potencial inmenso como herramienta para medicina regenerativa. 

Sin embargo, el uso de blastocistos humanos, generalmente procedentes de 

remanentes de fertilizaciones in vitro, despertó una gran controversia ética en 

la sociedad, propiciando un revés para su posterior desarrollo científico.  

Los hitos más recientes han tenido lugar  en 2006, cuando el equipo de Shinya 

Yamanaka demostró la capacidad de generar células madre pluripotentes 

inducidas a partir de fibroblasto de ratón (iPSCs), y en el 2007, cuando  James 

Thompson y Shinya Yamanaka produjeron iPSCs procedentes de células 

adulta humanas. Este nuevo tipo celular  presenta una versatilidad equivalente 

al de las células embrionarias, pudiendo dar lugar a cualquier tipo celular, 

superando además, inconvenientes éticos y problemas de rechazo 

inmunológico. Con estos descubrimientos se abrió un nuevo campo de 

investigación en medicina regenerativa. 

 

4.  Situación Actual 

Actualmente se puede considerar a la terapia celular como una realidad clínica. 

En las últimas dos o tres décadas, el desarrollo de diversas tecnologías en  

modelos animales ha culminado en nuevas terapias que están siendo 

evaluadas en múltiples ensayos clínicos de importantes enfermedades  

humanas, por ejemplo las de la sangre,  cáncer, trastornos cardiovasculares, 

cegueras y enfermedades congénitas del ojo, diabetes, inmunodeficiencias, 

enfermedades infecciosas, enfermedades del depósito liposomal, trastornos 
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músculo-esqueléticos, trastornos neurodegenerativos y del movimiento, o 

enfermedades respiratorias, entre otras. Aunque en algunas de estas 

enfermedades, se han observado mejoras prometedoras, en otros ensayos no 

se han producido los resultados esperados. En todo caso, estos ensayos han 

permitido un avance en el conocimiento de las complejidades de la terapia 

celular, útil en futuras investigaciones. Entre los avances más notables en las 

terapias génica y celular, resaltaremos algunos ejemplos de enfermedades 

tratadas con terapia celular10 

 

Enfermedades de la sangre 

Los trastornos de la sangre abarcan una amplia variedad de enfermedades 

incluyendo cáncer, las anemias como la falciforme, la talasemia beta o alfa, y la 

anemia de Fanconi debidas a mutaciones que afectan al número, función o 

desarrollo de los glóbulos rojos, las hemofilias, e inmunodeficiencias.  

Hoy en día, podemos tratar este tipo de enfermedades mediante la 

transferencia de médula ósea o células madres hematopoyéticas procedentes 

de un donante histo-inmunológicamente compatible, para de esta forma, 

reemplazar los precursores mutados por precursores normales, capaces de 

repoblar de células rojas normales.  

 

Diabetes tipo I 

La diabetes tipo I es una enfermedad autoinmune en la cual el sistema 

inmunitario reconoce y elimina las células beta productoras de insulina del 

páncreas. Esta enfermedad puede tratarse desde la vertiente de la terapia 

génica, introduciendo el gen de la insulina en otro tipo celular (hígado, intestino, 

o estomago)  o  por terapia celular, implantación de células madre o células 

beta pancreáticas productoras de insulina. Hoy en día hay una veintena de 

ensayos clínicos en curso que transfieren o generan células pancreáticas beta 

a partir de fuentes como: células pancreáticas beta alogénicas, células madre 

de cordón umbilical, o mesenquimales derivadas del tejido adiposo o de 

médula ósea autólogas. En conjunto, estos  métodos representan nuevas  

esperanzas en el tratamiento de esta enfermedad.  
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La terapia celular está avanzando a una velocidad vertiginosa.  Durante los 

últimos 10 años, más de 2500 ensayos se han iniciado, de los cuales más del 

50% de ellos se encuentran en fase II o III11. Si suponemos que el 1-2% de 

ellos  tiene  éxito (actualmente, la tasa de éxitos en biotecnología es del 5,3%) 

en 5-10 años el número de terapias con células aumentaría en más de un 

centenar. Según el análisis de Lee Buckler12 (marzo, 2011), hoy en día hay 

unas 275 compañías terapéuticas con unas 240 terapias basadas en células 

(~77 en fase 1, ~89 en fase 2, ~27 en fase 3 y ~44 ya están disponible en el 

mercado). En la Tabla 1, se recogen las 10 principales empresas del mundo 

relacionadas con la medicina regenerativa, de las cuales solo una de las cinco 

mejores, Carticel de Genzyme que trata la reparación del cartílago de rodilla, 

emplea células. Sin embargo,  cinco de estas diez mejores empresas son de 

terapia celular (Dermagraft, Apligraf, Carticel, Celution y Osteocel). 

 

Empresa
Nombre 

comercial Tipo de Producto
Área 

Terapéutica Indicado para Lanzamiento
Ingresos 2007 
(millones de $)

Crecimiento 
2006-2007

 

Advanced 
Biohealing Dermagraft

Células neonatales 
alogénicas con matriz Piel

Ulceras de piel en 
diabéticos 1997 ~20 >10%

Cytori Celution
Producto a partir de 
cé lulas autólogas

Tejidos 
Blandos 

(adiposo)
Cirugía rescontructiva 

de pechos 2008 ~10 - 12 NA

Genzyme Carticel
Producto a partir de 
cé lulas autólogas Cartílago Reparación de rodillas 1995 ~83 ~30%

Integra Life 
Science Varios Matriz acelular alogénica Piel

Reparación y 
reemplazo de piel 2001 ~20 25%

LifeCell Alloderm Matriz acelular alogénica Piel
Reemplazo de pie l y 
reparación de hernia 1994 167,1 40%

Medtronic Infuse
Matriz con factores de 

crecimiento Hueso

Fracturas de columna, 
orofacial y tibias 

expuestas 2002 ~70 18%

Organogenesis Apligraf
Células neonatales 

alogénicas con matriz Piel
Ulceras de piel en 

diabéticos 1995 ~30 >10%

Osiris/ Nuvasive Osteocel
Producto a partir de 
células alogénicas Hueso

Reparación de 
fracturas 2005 15,2 83%

RTI
Spinal 

Implants Matriz acelular alogénica Hueso Fracturas de columna 1991 11,1 17%

Stryker OP-1
Matriz con factores de 

crecimiento Hueso

Fusión de la columna y 
fracturas en hueso 

largos 2005 ~80 60%

Tabla 1: Las 10 principales empresas del mundo relacionada con la medicina 

regenerativa (Adaptada de Lee Brucker, 2011). 

La industria vinculada a los tratamientos con células prospera 

exponencialmente a pesar de los tiempos de crisis: solo la industria de terapia 

celular (sin incluir la medicina regenerativa) tuvo ventas globales de 410 

millones de dólares en el 2008 y se prevé que aumente a 2.7 billones de 



�������������
 

  25
 

dólares para el 2012 y 5.1 billones de dólares para el 2014, si no más11, lo que 

nos permite aventurarnos a predecir, que en un futuro muy próximo se 

avecinarán grandes cambios de la mano de la medicina regenerativa. 

 

5.  Tipos Celulares Empleados en Terapia Celular 

La elección del tipo celular no sólo dependerá de su plasticidad a la hora de 

diferenciarse en los diferentes tipos celulares necesarios para el tejido u órgano 

a tratar, sino también de su disponibilidad y su capacidad de expansión  in vitro, 

que determina el número total de células que se pueden obtener.  

 

5.1 Autólogas o Alogénicas 

Dependiendo del origen de dónde proceden las  células, las células pueden ser 

autólogas o alogénicas (Figura 2). Las células autólogas son aquellas que 

proceden del propio paciente, es decir, son células que extraídas de un 

individuo se tratan y/o expanden in vitro y se vuelven a introducir en el mismo 

sujeto. Con este tipo de células se evita cualquier tipo de problema relacionado 

con el rechazo inmune o la contaminación por patógenos, por ello ha sido 

favorecidas médica e históricamente.  

Las células alogénicas proceden de otra persona. se emplean en individuos en 

los que no se puede trabajar con sus propias células, bien porque no tienen 

suficientes, bien porque estas presentan algún tipo de anomalía que las hace 

inservibles. Las células extraídas, se expanden a gran escala y se almacenan 

en un banco celular en dosis terapéuticas. Para cada paciente, se seleccionan 

células de pacientes con la mejor compatibilidad inmunohistoquímica posible 

para evitar/reducir el rechazo inmune tras su implantación. Hay un tipo celular, 

las células progenitoras estromales de la médula ósea o tejido adiposo que por 

presentar un fenotipo pluripotente y muy poco inmunogénico13,14,15 son 

candidatos idóneos para terapia celular.   
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Expansión 

Donante  
de Célula 
Madre 

Terapia 

Células Madre 
Terapia con 

células 

Figura 2: Estrategias de terapia celular con células autólogas o alogénicas (Adaptada de 

Power C., 2011). 

5.2. Embrionarias,  iPSCs o Adultas 

La Figura 3 muestra un diagrama de los diferentes tipos celulares. Las células 

madre embrionarias (hESC) proceden de la masa interna del embrión en 

estadio de blastocisto (7-14 días). Estas células son pluripotentes, es decir, son 

capaces de diferenciarse a cualquier tipo de célula adulta del cuerpo humano16, 

además de tener la propiedad de auto-renovarse y proliferar indefinidamente. 

Aunque estas características hacen de ellas excelentes candidatas para 

tratamientos terapéuticos, aún no se ha demostrado su inocuidad; en ratones 

inmunodeprimidos son capaces de generar teratomas benignos17. Otro aspecto 

muy importante para su utilización es el relacionado con los aspectos éticos y 

legales. La utilización de embriones humanos en investigación es polémica en 

diferentes grupos sociales.  Actualmente, la regulación para el uso de este tipo 

celular difiere mucho según el país. En España, en el 2004, se aprobó el Real 

Decreto 2132/2004 que permitía el uso para investigación de células madre 

Células 
Neuronales

Células de la 
Sangre

Células 
Hepáticas Células 

Cardiacas 

Células-ß 

AAUUTTÓÓLLOOGGAASS

Terapia con 
células 

AALLOOGGÉÉNNIICCAASS Modelos de Enfermedades, 
Análisis de Fármacos 

Estudios de Transplantes 
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embrionarias humanas derivadas de pre embriones congelados sobrantes de 

fecundaciones in vitro.  

En el 2007, se generó por primera vez células madre pluripotentes inducidas 

(iPSCs), procedentes de células adulta humanas18,19. Este nuevo tipo celular  

presenta  una versatilidad equivlente al  de las células embrionarias, pueden 

dar lugar a cualquier tipo celular, pero su principal obstaculo es su tendencia a 

la formación de teratomas20. Actualmente se buscan métodos alternativos para 

obtener iPSCs seguras, aunque a día de hoy, no contamos con un sistema 

efectivo y de alta eficiencia en la reprogramación celular. Aunque con respecto 

a la células embrionarias, las IPSCs presentan la ventaja de evitar los 

problemas éticos existen ahora las primeras evidencias de que pueden 

ocasionar problemas relacionados con el rechazo a autotransplantes21, por lo 

que aún habría que seguir trabajando en esta línea para poder llevarlas a un 

procedimiento de terapia celular. 

Las células madre adultas son células progenitoras que podemos encontrar en 

prácticamente cualquier tejido u órgano del cuerpo22. Estas células son 

multipotentes, es decir, su capacidad de diferenciación está más limitada que la 

de las embrionarias o iPSCs, pero son capaces de generar varios tipos 

celulares. Su función se cree que es la de reponer las células que se van 

muriendo y reparar los tejidos dañados, manteniendo de esta forma la 

homeostasis del organismo. Presentan, de forma natural, un gran potencial 

como agente terapéutico y regenerativo. El uso de estas células está 

ampliamente aceptado, por la comunidad “no científica”, ya que no implica la 

destrucción de ningún embrión humano y pueden obtenerse de prácticamente 

cualquier tejido adulto.  
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Figura 3: Tipos celulares empleados en terapia celular (Adaptada de Power C., 2011). 
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II. CÉLULAS ESTROMALES MESENQUIMALES

1.  Definición y fuentes

Las células estromales mesenquimales o células madre estromales (MSC) son 

células madre adultas multipotentes. Tienen morfología fibroblastoide y 

capacidad de diferenciarse a diversos tipos de células23, 24. La función exacta 

de estas células in vivo sigue siendo en gran parte una incógnita. En la médula 

ósea, se cree que son las células precursoras del tejido estromal necesario 

para la hematopoyesis25. En otros tejidos, pueden responder a estímulos 

generados por el daño tisular o la inflamación, diferenciarse a células 

especializadas desempeñando un papel crucial en la reparación del tejido o 

controlar la inflamación.  

Las MSC (Figura 4) pueden aislarse de prácticamente cualquier tejido26: 

médula ósea27, tejido adiposo28, hígado, bazo, testículos, sangre menstrual, 

fluido amniótico, páncreas, periostio29, 30, membrana sinovial31, músculo 

esquelético32, dermis33, pericitos34, 35, hueso trabecular36, 37, cordón umbilical 

humano, pulmón, pulpa dental, e incluso de sangre periférica 38, 39, 40. De entre 

todas estas fuentes, las más empleadas en terapia celular son: médula ósea, 

tejido adiposo y cordón umbilical41.  
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                  Figura 4: Orígenes de las células mesenquimales adultas.

El análisis comparativo de las propiedades de las MSC obtenidas de médula 

ósea y de tejido adiposo, ha demostrado que entre ellas, no existen diferencias 

morfológicas, inmunofenotípicas, en el patrón de los marcadores de superficie 

o  capacidad de diferenciación y sólo presenta menos del 1% de diferencias en 

el perfil de expresión génica42, 43, 44, 45. El uso de MSC procedente de tejido 

adiposo ha ganado adeptos, porque además de mantener las mismas 

propiedades que las células de la médula ósea, el  procedimiento de obtención 

es menos invasivo, y las cantidades obtenidas son más elevadas; de un gramo 

de grasa se obtienen 400 veces más MSC que de un gramo de médula ósea46. 

Las MSC son positivas para determinados marcadores de superficie, ninguno 

de ellos específico para MSC47.  Durante años las MSC no dispusieron  de una 

definición concreta.  El hecho de que cada grupo empleara una metodología de 

extracción y fuentes diferentes, planteaba la duda de si las diferentes 

preparaciones representaban las mismas células. Para solucionar este 

problema, “The Mesenchymal and Tissue Stem Cells Committee of the 

International Society for Cellular Therapy” (ISCT) redactó un informe consenso 

escrito por 10 expertos líderes en el campo de la investigación con MSC, en el 
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cual se propuso un conjunto de criterios estándar para poder definir la identidad 

de las MSC48 (Figura 5): 

• Las MSC deben adherirse y crecer en plástico en condiciones normales de 

cultivo. 

• Más del 95% de la población de MSC debe expresar los antígenos 

específicos de superficie CD105, CD73 y CD90, adicionalmente, estas 

células no deben expresar (menos del 2% positivas) CD45, CD34, CD14 o 

CD11b, CD79a o CD19 y HLA de clase II. 

• Las células deben ser capaces de diferenciarse in vitro, bajo los estímulos 

adecuado a diferentes linajes mesodérmicos, como puede ser: osteoblastos, 

adipocitos y condrioblastos.  

 

 Figura 5: Características de las MSC. 
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2.  Características 

Las MSC presentan gran variedad de características. En los siguientes puntos 

resaltaremos aquellas de relevancia para la terapia celular. 

 

2.1 Capacidad de expansión in vitro 

Los tratamientos con células, generalmente requieren un gran número de 

células (del orden de 109 o más), con lo cual suele ser necesaria la expansión 

de las células que van a ser empleada como agente terapéutico.  

Las MSC son capaces de adherirse al plástico y crecer por un número limitado 

de duplicaciones en condiciones de cultivo in vitro. El tiempo de duplicación 

celular va a depender de diferentes factores, por ejemplo, la densidad a la cual 

están sembradas las células va a influir tanto en la velocidad de proliferación 

como en el número de duplicación poblacional máximo alcanzado49.  

El tiempo de duplicación, al igual que otras propiedades, va cambiando con la 

edad del cultivo, según se avanza en el tiempo las células cultivadas in vitro 

menguan ciertas habilidades, la velocidad de proliferación va disminuyendo 

progresivamente hasta llegar al estado senescente. La senescencia es una 

propiedad característica de la mayoría de las células normales, 

progresivamente se pasa de un estado activo replicativamente hablando, a  

senescencia. Entre los muchos cambios que se asocian a esta fase uno 

característico es la expresión de la ß-Galactosidasa dependiente del pH, 

detectable en células senescentes pero no en células quiescentes, inmortales o 

tumorales.  

La proliferación celular pueden ser estimuladas o inhibidas, por diversas 

sustancias o factores de crecimiento. El medio estándar para crecer las MSC 

es el DMEM, con 10% de suero. En estas condiciones el tiempo de duplicación 

celular suele variar generalmente entre 2 y 6 días45, dependiendo de los 

factores previamente mencionados. La necesidad de expandir las células en 

cultivo para obtener el número adecuado para el tratamiento, requiere tiempos 

de cultivo en algunos casos crítico para ciertas aplicaciones, a parte del 
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correspondiente riesgo de daño genómico. Muchos grupos intentan mejorar la 

“productividad” de estas células, mediante la adicción de diversos agentes o 

factores de crecimiento o, por combinación de diferentes medios de cultivo50, 51, 

52, 53. 

Las MSC tienen un inmenso potencial en la medicina regenerativa y la terapia 

celular, sin embargo, su tiempo de duplicación, relativamente largo, podría 

resultar un obstáculo en la obtención del número óptimo de células requerido 

en numerosos tratamientos.  

 

2.2 Multipotencialidad 

Una de las características que definen a las MSC es su capacidad para 

diferenciarse a diversos linajes, o lo que es lo mismo, su multipotencialidad. 

Desde que en 1924 Alexander A. Maximow las identificara como células 

capaces de diferenciarse a distintos tipos de células sanguíneas, el interés por 

este tipo celular ha ido incrementando.  

Las MSC pueden diferenciarse a linajes mesodérmicos como: hueso, cartílago, 

adipositos, tejido conectivo del estroma, miocitos y cardiomiocitos54,55. 

Diferentes trabajos sugieren que estas células poseen además, potencial para 

diferenciarse a otros linajes de origen no mesodérmicos; como por ejemplo a 

neuronas o epitelio de origen ectodérmico, o incluso a células pancreáticas o 

hepatocito, del linajes endodérmicos56, 57, 58 (Figura 6). 
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Figura 6: Potencial de diferenciación de las MSC. 

En la Tabla 2 se recogen algunos de los medios utilizados para inducir los 

diferentes linajes, y la evaluación de dicha diferenciación. Los factores de 

crecimiento capaces de regular las MSC incluyen: la superfamilia TGF-ß 

(Transforming growth factor-beta), IGF (insulina-like growth factor)59 PDGF 

(platelet-derived growth factor), VEGF (vascular endotelial growth factor)60 y los 

factores de la familia Wnt. Como ejemplo, la familia del TGF-ß así como las 

proteínas morfogenéticas óseas (BMP), son unos de los más potentes 

inductores de la condriogénesis.  

Además de los factores de crecimiento, algunos productos químicos también 

pueden promover la diferenciación a determinados linajes. Por ejemplo, incubar 

MSC con dexametasona, insulina, isobutilo metil xantina e indometacina, 

determina a estas células a diferenciarse a adipocitos. El tratamiento con 5-

azacitidina y anfotericina-B, da lugar a mioblastos que pueden fusionarse en un 

miotubo y latir rítmicamente61. El suplemento con nicotinamida y ß-

mercaptoetanol induce a la formación de las células B de los islotes 

pancreáticos62. 
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Diferenciación Medio de Inducción Tinciones IHQ

Adipogénico
Insulina, IBMX, 
dexasometasona,rosiglitazona, 
indometacina

Oil Red O

Condriogénico BMP-6, BMP-7, FGF-2, TGF-ß1, TGF-
ß2, TGF-ß3, dexametasona, IGF-1 Toluidine Blue

Osteogénico
1,25(OH)2D3, ß-glicerofosfato, acido 
ascorbico, BMP-2, dexasometasona, 
acido valproico

Von Kossa

Miogénico 
(musculo 
esquelético)

DMS, acido l inoleico, acido ascorbico, 
MCDB-201, EGF, PDGF-BB, 5-
azacitidina

Factor de transcripción 
miogenina MYO-D

Miogénico 
(musculo liso) D-eritro-SPC, TGF-ß3 �-actina de músculo liso, 

fosfo-Smad2, fosfo-ERK

Miogénico 
(cardiomiocitos) 5-azacitidina, IMDM Cadena pesada y ligera 

de miosina de la �-actina

Neurogénico Acido valproico, insulina, hidroxianisol, 
hidrocortisona, EGF, FGF

Tinción para agentes 
especifico (p.e.: NF-L, 
ß3-Tubulina, PMP-22, 

GFAP, NeuN)

Pancreatico 
(endocrino)

Activina-A, exendina-4, pentagastrina, 
HGF, nicotinamida, alta concentración 
de glucosa

Tinción para agentes 
especifico (p.e.:ditizone, 

insulina, PDX-1, 
glucagon, Pax4)

Hepático HGF, OSM, DMSO
Acido perdiódico-Schiff 

(PAS), Tinción especifica 
(p.e.:AFP, albumina)

Tabla 2: Inducción y evaluación de la diferenciación in vitro de las MSC (Adaptada de 

Mosna F. 2010 y Schäffler A. 2007). 

La mayoría de los resultados de diferenciación se obtuvieron de 

experimentación in vitro, pero ponen en evidencia la capacidad de estas células 

para diferenciarse in vivo. La diferenciación in vivo de las MSC implantadas 

debe ser más compleja, ya que también participan señales propias del 

microambiente local. Basándonos en el conocimiento actual, parece ser que, 

las MSC según las señales del tejido local puede dar lugar a 3 tipos de células 

diferentes: (1) células de tejido específico, necesarias para tejidos dañados. 

Por ejemplo, las MSC podrían dar lugar a cardiomiocitos o células endoteliales, 

componentes importantes del tejido cardiaco63, 64, 65. (2) Células con una 

función determinada requeridas por el tejido local, que posiblemente participen 

en la composición del nicho celular, necesario para la propia reparación del 

tejido66. (3) Células reguladoras, contribuyen en la regeneración y reparación 

del tejido mediante la secreción de determinadas citoquinas y/o 

inmunomodulación67.  

Los mecanismos moleculares y ambientales que controlan la diferenciación de 

las MSC se desconocen en gran parte, aún no se ha identificado un fenotipo de 
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7). 

marcadores determinado que se asocie con un potencial de diferenciación 

predecible100.  

 

2.3 Capacidad de Migración 

De forma inherente, las MSC tienen la propiedad de migrar e implantarse en 

tejidos que han sufrido algún tipo de lesión y liberan citoquinas, moléculas 

implicadas en el desarrollo de la inflamación. Las MSC expresan varios 

receptores de citoquinas que las movilizan y hacia  las zonas dañadas68  

Chapel y su equipo69  demostró en un modelo de disfunción orgánica múltiple 

que las MSC marcadas con GFP se alojaban en los diferentes tejidos dañados, 

en correlación con la gravedad y la geometría de la lesión.  

Las células estromales de la médula ósea y otros progenitores, como por 

ejemplo las células progenitoras endoteliales, expresan constitutivamente: 

SDF-1/CXCL12, un miembro de la familia de las citoquinas70. Hay estudios que 

demuestran que MSC de pases tempranos71, 72 expresan receptores 

específicos para SDF-1(CXCR4), además de diferentes  moléculas de 

adhesión73, 74, 75 que responden tanto a SDF-1 como a otras quimioquinas: 

CX3CL1, CXCL16, CCL3, CCL19, y CCL2176, 77. Se ha descrito, que la 

producción de oxido nítrico derivada de la enzima óxido nítrico sintetasa 

endotelial promueve la migración de las MSC hacia las zonas isquémicas del 

miocardio, mediante estimulación positiva del ligando SDF-178; de hecho, la 

sobre-expresión de SDF-1 en tejido cardiaco, demostró una mejora en la 

migración e incorporación de estas células en el tejido isquémico79. Además 

del sistema SDF-1/CXCR4, se han estudiado otros mecanismos relacionados 

con la movilización de las MSC, como por ejemplo: la vía CCL21/CCR780, 81  o 

las integrinas82 (Figura 
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Figura 7: Factores que regulan la migración en las MSC (Adaptada de Li Li, 2011). 

El hecho de que las células mesenquimales expresen varios tipos de 

receptores de citoquinas, sugiere que subpoblaciones concretas de células 

puedan presentar cierto potencial para ir a determinados tejidos dianas, en los 

cuales, contribuiría con su reparación y/o atenuación de la inflamación83. 

La  capacidad de migración como muchas otras propiedades de las MSC, no 

es una característica estable que persista en las células indefinidamente. La 

capacidad de migración  va menguando según aumenta el tiempo en cultivo84, 

lo que se debe a una disminución en la expresión de moléculas de adhesión, 

perdida de receptores de citoquinas, y por lo tanto falta de la respuesta 

quimiotáctica85, 86.   

2.4 Estabilidad Genómica 

El uso de células madre para terapia celular está totalmente vinculado a la 

evaluación de su seguridad y el riego que puedan ocasionar en un tratamiento 

determinado. El potencial oncológico  puede ser determinado por diferentes 

pruebas, p. ej, el análisis de la estabilidad genómica y los xenotrasplantes en 

animales inmunosuprimidos.  

La estabilidad genómica de las MSC es un tema de gran controversia entre los 

diferentes grupos de investigación. Actualmente se sigue debatiendo si las 
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MSC son genómicamente estables o no. Estudios recientes demuestran que 

las MSC poseen una robusta estabilidad cromosómica87, mientras que otros, 

manifiestan que periodos prolongados de cultivo de estas células hacen que de 

forma espontánea se generen aberraciones cromosómicas88, 89, 90. Algunos 

trabajos, asocian dichos cambios a la adquisición de una ventaja de 

crecimiento in vitro, otros, sin embargo, han demostrado que estos cambios no 

confieren ningún tipo de ventaja de selección in vitro, además, documentan que 

dichas aneuploidías van desapareciendo con el tiempo, y la célula llega a su 

fase senescente sin sufrir ningún proceso de transformación tanto  in vitro 

como en xenotrasplantes90. Otras publicaciones sostienen que ciertos cambios, 

como por ejemplo la monosomía del cromosoma 13, conceden la característica 

de inmortalidad a la célula91,  aberración que coincide con la monosomía más 

común en tumores de hueso y tejidos blandos92. Pero también podemos 

encontrar en la literatura casos donde el proceso de transformación se ha 

debido a contaminación cruzada con células tumorales y/o otros artefactos93, 94, 

95, 96. 

Las anomalías cariotípicas no deben relacionarse directamente con el riesgo de 

transformación. Las aneuploidías pueden relacionarse tanto con la 

transformación como con el efecto contrario, protección contra la 

transformación, dependiendo de los genes que se vean afectados por  esta 

ganancia o pérdida de copias. 

Este debate queda abierto hasta que pruebas más concluyentes determinen si 

las MSC presentan o no estabilidad genómica y cuál sería su repercusión en 

las células, y por consiguiente en la terapia celular. Mientras tanto, y debido a 

la controversia que este asunto despierta, sería recomendable realizar este tipo 

de ensayos en las células que posteriormente se van a emplear para el 

tratamiento, para poder determinar así su nivel de seguridad. 

 

2.5 Efectos Paracrinos 

La comunicación paracrina es un tipo de señalización intercelular basado en 

mensajeros químicos, quimioquinas y factores de crecimiento entre otros, que 

se intercambian entre células que están relativamente cercanas. 
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Cada vez existen más evidencias de que las señales paracrinas de las MSC 

desempeñan un papel crítico en la reparación de las heridas. Los medios 

condicionados, son aquellos en los cuales han sido crecidas las células, y por 

tanto, contienen diferentes moléculas liberadas por  estas. Se ha demostrado 

que  los medios condicionados de las MSC, tanto de médula ósea97 como de 

tejido adiposo 98, tienen un efecto  reparador similar al de la implantación de las 

propias células. Esto abre una nueva corriente de pensamiento para los 

distintos tratamientos, donde la célula no tiene porqué diferenciarse y 

reemplazar las células dañadas para reparar los tejidos sino que, 

desempeñarían un papel activando  los propios mecanismos de regeneración 

en las células vecinas. Incluso, en algunos casos no haría falta la implantación 

de la célula en sí 99.   

Las MSC secretan una amplia gama de moléculas con diversos efectos 

paracrinos: inmunomoduladores, anti-cicatrizantes, quimioatrayentes,  

estimulantes de la mitosis, proliferación y diferenciación de células madre 

precursoras intrínsecas de órganos y angiogénicos.  El número de moléculas 

secretadas por las MSC con efecto paracrino aumenta diariamente. En la 

Figura 8 se representan los factores que han  demostrado ser secretados por la 

MSC en cultivo y su posible acción conocidos hasta la fecha. 
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Figura 8: Factores secretados por las MSC en cultivo y su posible función (Adaptada de 

L. da Siva, 2009). 

3.  Usos Terapéuticos de las MSC de tejido adiposo (AMSC) 

Las MSC son una prometedora fuente de agentes terapéuticos para un dilatado 

rango de enfermedades. Las razones, anteriormente detalladas, son muchas e 

incluyen: fácil aislamiento y expansión en cultivo, multipotencialidad, efectos 

paracrinos, propiedades inmunomoduladoras, conducta migratoria y 

consideraciones éticas100,101,102,103. Todas estas características justifican el 

crecimiento exponencial del número de investigadores o ensayos clínicos que 

emplean MSC. Las AMSC en particular, además de tener propiedades muy 

similares a las de la médula ósea, se obtienen en mayor cantidad y por un 

procedimiento mucho menos invasivo. 

Día a día, las AMSC amplían su campo de actuación en ensayos clínicos. 

Hasta la fecha, estas células se empleaban principalmente en tratamientos de 

tejidos blandos, pero actualmente se van incorporando en aplicaciones cada 

vez más diversas. ClinicalTrials.gov104, una base de datos que recoge los 

ensayos clínicos realizados en todo el mundo, contiene actualmente 124.137 
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ensayos localizados en 179 países (Abril, 2012), patrocinados por 

Institutos Nacionales de Salud, otras agencias federales y la industria privada. 

Si a día de hoy,  buscamos los ensayos basados en AMSC,  encontramos que 

se están llevando a cabo más de 50 estudios, de los cuales aproximadamente 

el 30% de ellos, se están realizando en España.  

   

 

Figura 9: Distribución actual de los ensayos clínicos para el tratamiento de las principales 

enfermedades tratadas con AMSC  (ClinicalTrials.gov, Abril, 2012). 

Si agrupásemos estos trabajos por el tipo de enfermedad que se trata (Figura 

9), podemos constatar que a nivel mundial: el 23% de estos trabajos se 

realizan para tratar fístulas crónicas en la enfermedad de Crohn, mediante 

inyección de AMSC en la mucosa del recto. La fístula  tratada con AMSC 

cicatriza o se cura completamente, significativamente mejor cuando se trata 

con  células.  

Las enfermedades cardiovasculares constituyen el 14% de ensayos tratados 

con AMSC. En diferentes ensayos, se han detectado mejorías del 3% al 4% 

(rango de 2% a 7%); los datos sugieren una mejora de la función ventricular y 

la fracción de eyección cardiaca (contractilidad), pero no en el remodelado del 

ventrículo. Por ello, es necesario seguir trabajando en este campo y optimizar 
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el tiempo de tratamiento, tipo celular, dosis, y método de administración. 

También se debe investigar la influencia de los efectos paracrinos por 

liberación de citoquinas, tanto a nivel de cicatrización como de estimulación de 

las propias células madre endógenas cardiacas.  

En la cuña mayoritaria (42%), quedan recogidas una gran variedad de 

enfermedades con uno o dos ensayos en curso, entre las cuales podemos 

encontrar: autismo, osteoporosis, parkinson, artritis,  o reconstrucción de 

cartílago de rodilla. 
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III. TERAPIAS PARA ENFERMEDADES 

CARDIOVASCULARES 

Las enfermedades cardiovasculares son uno de los principales problemas de 

salud del mundo occidental industrializado.  El infarto agudo de miocardio (IAM) 

se encuentra entre una de las enfermedades más graves, y se produce cuando 

se interrumpe el suministro de sangre al corazón, dando lugar a la isquemia 

miocárdica y necrosis y posteriormente, a la formación de una gran cicatriz no 

contráctil en una parte del músculo cardiaco105.  

Según la Organización Mundial de la Salud, se producen 7,1 millones de 

muertes al año por enfermedad coronaria en todo el mundo106. En España en 

concreto, más de 74.000 pacientes son hospitalizados cada año debido a un 

IAM o una angina107, constituyendo la primera causa de mortalidad en hombres 

y la segunda en mujeres, lo cual representa un 32.8% del total de defunciones. 

Después de superar un infarto, la complicación más frecuente es 

la insuficiencia cardíaca debida a los cambios tisulares, geométricos 

y funcionales que se han producido en el corazón, conocidos como remodelado 

ventricular. Estos cambios, prácticamente irreversibles, provocan que el 

corazón pierda eficacia para bombear la sangre hacia los tejidos.  

A pesar de que en los últimos años se ha conseguido una reducción 

considerable de la mortalidad aguda post-infarto, la insuficiencia cardiaca 

causada por la remodelación ventricular es cada vez más frecuente; lo cual 

refleja la necesidad de nuevos tratamientos que permitan sustituir las células 

muertas por células funcionales, objetivo que no cubren los tratamientos 

actuales. Hoy en día, a los pacientes que han superado la fase aguda del 

infarto se les aplica tratamientos a largo plazo con diferentes fármacos.  Estos 

tratamientos son paliativos, ninguno de ellos sustituye el tejido miocárdico 

muerto en el infarto108, y aunque su eficacia para mejorar la supervivencia y la 

calidad de vida de los enfermos ha sido demostrada, más de la mitad de los 
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pacientes mueren durante los 5 años posteriores al diagnóstico inicial de la 

enfermedad109.  

Actualmente, solo un pequeño número de pacientes puede tener la oportunidad 

de recibir el único tratamiento que consigue recuperar completamente la 

función del corazón, que es el transplante de corazón. La terapia celular podría 

convertirse en una alternativa si se demuestra su eficacia en la remodelación 

ventricular, reconstruyendo el tejido afectado y su función, y así recuperar el 

soporte estructural necesario para la contracción adecuada del corazón.  

El corazón presenta relativa capacidad de regeneración después de 

determinados procesos patológicos como puede ser un infarto de 

miocardio110,111 o insuficiencia cardiaca112. Aunque las células madre 

cardiacas113,114  son esenciales para el proceso natural de regeneración y 

homeostasis cardiaca, son insuficiente para regenerar el corazón después de 

un daño severo como es un IAM.  

El objetivo de la terapia celular del miocardio se centra en la cardiomioplastia 

celular, que consiste en la reparación del tejido dañado mediante la 

implantación de células progenitoras angiogénicas o cardiomiogénicas en la 

zona del ventrículo infartado. Idealmente, estas células deberían contribuir en 

la generación de nuevo tejido miocárdico y en la formación de vasos 115, 116, 117. 

Para este tipo de estrategia el tipo celular óptimo debe ser capaz de118: 

1. Ser expansible a gran escala en cultivo in vitro. 

2. Sobrevivir en la zona del tejido dañado 

3. Diferenciarse a nuevas células de músculo cardíaco con 

capacidad de acoplarse electromecánicamente a las células 

vecinas. 

Desde hace un par de décadas, se han venido investigando diferentes tipos de 

células madre para estas nuevas corrientes de tratamiento, buscando aquellas 

con mejor resultado en la reparación del miocardio dañado115, 119, 120, 121. A 
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continuación, se describe brevemente algunos de los tipos celulares 

empleados. 

1.  Tipo de Células empleadas 
Existe un amplio rango de tipos celulares empleado en las terapias 

regenerativas del corazón, que va desde los mioblastos esqueléticos122, 123, 

que fueron el primer tipo celular utilizado, hasta las IPSCs uno de los más 

recientes tipos celulares. Este abanico recoge células como: progenitores 

endoteliales, células mesenquimales de médula ósea o tejido adiposo, células 

madre cardíacas y células madre embrionarias (Figura 10) con características y 

propiedades que les confieren ventajas y desventajas, para su uso en la 

regeneración cardiaca. Proseguiremos detallando algunas de sus 

características. 

Las primeras células empleadas para regeneración celular cardiaca, en 

concreto, fueron los mioblastos o células satélites, que son células madre 

adulta de músculo esquelético124. Estas células eran interesantes por ser 

autólogas, poder amplificarse in vitro y presentar buena supervivencia después 

de su implantación, gracias a su alta resistencia a las condiciones 

isquémicas125. Pero eran incapaces de acoplarse eléctricamente y 

sincronizarse con el resto del tejido cardíaco126, 127; en algunos estudios en 

modelos animales presentaron efectos beneficiosos, mejorando la función 

contráctil ventricular128, 129,  sin embargo en ensayos de fase I, más de la mitad 

de los pacientes tratados con ellas necesitaron de desfibriladores por presentar 

arritmias ventriculares malignas125, 130. Otro tipo celular empleado fue las 

células progenitoras endoteliales de sangre periférica, que tienen la propiedad 

de movilizarse en diversos procesos patológicos como el IAM o la insuficiencia 

cardiovascular, y además están presentes en zonas de 

neovascularización131,132. Diversos ensayos y estudios clínicos demuestran la 

capacidad de revascularización de la cicatriz y mejorar la función 

ventricular133,134,135, incluso después de un periodo de seguimiento de 2 

años136,137. A pesar de los prometedores resultados, la frecuencia de estas 

células es bajísima (y aún más en pacientes con factores de riesgo 

cardiovascular), además, presentan baja eficiencia de incorporación al corazón 
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(máximo un 10% 137, baja capacidad de expansión  ex vivo, y sus propiedades 

funcionales se deterioran con la edad o la diabetes; constituyendo importantes 

limitaciones para el transplante autólogo.   

Las células madre embrionarias son las que presentan mayor capacidad de 

diferenciación a cardiomiocitos funcionales138,139. Presentan marcadores 

cardiacos característicos y pueden acoplarse al impulso de excitación- 

contracción133,136,140. Los primeros estudios in vivo con estas células fueron 

alentadores141,142,143, ya que demostraban la correcta diferenciación, 

integración física y electromecánica del injerto y con ello una disminución del 

remodelado post-infarto y mejora de la revascularización de la zona infartada, 

mejorándose la función cardiaca. Estudios posteriores, a diferencia de los 

primeros, observaron que estas células formaban teratomas en el 

corazón144,145, lo cual supuso un freno en el avance en esta línea de 

investigación. Para llegar a la aplicación clínica con estas células, se deben 

desarrollar protocolos que permitan obtener preparaciones de cardiomiocitos 

funcionales a gran escala y de gran pureza, que no generen teratomas y 

superen el inconveniente del rechazo inmunitario del injerto.  

Las MSC pueden diferenciarse a linaje miogénico, según se ha demostrado en 

modelos animales, y además, mejoran la función cardiaca y la 

revascularización de la zona infartada, ya sea mediante diferenciación a células 

endoteliales146 como por su propiedad de secretar diversas citoquinas 

promotoras de la neoangiogénesis. Los primeros ensayos clínicos con estas 

células  demostraron que tras su inyección por vía intracoronaria  mejoraron la 

función cardiaca147  y la fracción de eyección148. Más recientemente, se han ido 

probando MSC derivadas de grasa (AMSC), dado sus ventajas ya 

mencionadas anteriormente para terapia celular. Y  se ha comprobado que en 

diferentes modelos de animales, las AMSC mejoran la estructura y función 

cardiaca, y aumenta la angiogénesis local ya sea por propia diferenciación a 

célula endotelial o por la generación de señales paracrinas, que confiere 

protección cardiovascular 149, 150, 151.  
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Figura 10: Tipos celulares (izquierda) y los métodos de administración (derecha) 

empleados en la terapia celular de la isquemia cardiaca.  

2.  Método de administración de las células 
Algunos tipos celulares como los monocitos de médula ósea, mioblastocitos y 

MSC se han aplicado en suspensión al el corazón infartado, a diferentes 

tiempos y por diversas rutas (intravenosa, intracoronaria, inyección directa en el 

miocardio desde el epicardio en operaciones a corazón abierto, o inyección 

endomiocardial empleando catéteres) (Figura 10). Estos procedimientos 

produjeron escasas mejoras en las funciones cardiacas y la supervivencia de 

las células implantadas fue limitada. No hay interacción con los cardiomiocitos 

pre-existentes ni acoplamiento electromecánico a través de las uniones 

celulares, por lo cual, las células implantadas no soportan las fuerzas 

mecánicas y las condiciones de hipoxias a las que se ve sometida152,116,153,154. 
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En vista de la escasa tasa de supervivencia y las dificultades que presentaba la 

implantación celular, en los últimos años se han generado nuevas estrategias 

que incluyen la ingeniería de tejidos entre otros. La ingeniería tisular combina 

células, biomateriales y factores de crecimiento, para generar una estructura 

3D compatible con el tejido a tratar. Ejemplos de ellos son: (1) implantación de 

láminas celulares libres de andamiaje (scaffold-free cell sheets)155, (2) 

inyección directa de la mezcla células y biomaterial en el tejido dañados156,157   

(3) implantación de un biomaterial como un soporte (de estructura porosa) o 

parche (estructura densa) que contiene las células terapéuticas158,159,160. Los 

biomateriales nos han permitido mejorar la tasa de supervivencia celular. Las 

células atrapadas en una estructura, pueden ser condicionadas con diferentes 

factores de crecimiento que favorecen la supervivencia celular y/o que mejoran 

la capacidad miogénica o angiogénica. Además, en estas condiciones las 

células quedan más protegidas de las fuerzas mecánicas161,162. 
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: 

ad (capacidad de detectar el menor número posible de 

 

 celular   

. No ser invasivas para usarse en sujetos vivos. 

 

m o

IV. MONITORIZACIÓN DE CÉLULAS IN VIVO 

La terapia celular es una práctica muy prometedora, pero aún queda por 

profundizar en el conocimiento del comportamiento de las células inoculadas in

vivo.  Para ello, se requieren técnicas de análisis que nos permitan estudiar su 

comportamiento. Para poder interpretar las complejas interacciones que tienen 

lugar entre nuestras células y los diferentes tejidos y biomateriales, estos 

procedimientos deben idealmente permitirnos evaluar la terapia  en tiempo real, 

óptimamente de forma no invasiva.   

Algunas de las características ideales de estos procedimientos deberían ser163 

1. Biocompatibilidad (seguridad y no toxicidad). 

2. Sensibilid

células). 

3. Cuantificación (permite contabilizar el número de células).

4. Evitar la dilución del reporter con la proliferación

5

En las últimas décadas ha habido un gran aumento del número de tecnologías 

de imagen, tanto para la clínica como para la investigación. Podemos agrupar 

los diferentes sistemas de imagen  según la energía que utilizan para 

obtener la información visual (rayos X, rayos gamma, positrones, fotones y 

ondas acústicas), según la resolución espacial que consiguen 

(macroscópica, mesoscópica o microscópica) o bien según el tipo de 

información que se obtiene (anatómica, fisiológica, celular o olecular). L s 

sistemas de imágenes macroscópicos que dan información anatómica y 

fisiológica son actualmente muy utilizados en clínica y preclínica. Ejemplos de 

este tipo de imagen son la tomografía computerizada (CT), las imágenes de 

resonancia magnética164   y los ultrasonidos. Por otro lado, están los sistemas 
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igura 10) encontramos resumido 

los diferentes tipos de sistema de imágenes.  

que dan información molecular, de los cuales sólo algunos se encuentran en 

uso clínico o preclínico, ejemplos de ellos sería la tomografía de emisión de 

positrones (PET), la fluorescencia de reflectancia, la microscopía de fibra óptica 

o la bioluminiscencia. En la siguiente figura (F

 

Figura 11: Progresión en el desarrollo de los procedimientos de imagen (Adaptada de 

Weissleder R., 2008). 
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Debido a que cada tecnología tiene sus ventajas y sus limitaciones (Tabla 3) se 

han desarrollado plataformas que combinan diferentes sistemas 

 

        

Técnica Resolución Profundidad Tiempo Cuantitativo
Más de un 

canal
Uso  en 

animales Uso clínico

MRI 10-100 μm sin límite Minutos a 
horas Sí No

Análisis 
fisiológico, 
molecular y 
anatómico

Sí

CT 50 μm sin límite Minutos Sí No Pulmón y 
hueso Sí

Ultrasonidos 50 μm cm Segundos a 
minutos Sí No

Vascular e 
imágenes por 
intervención

Sí

PET 1-2 mm sin límite
Minutos a 

horas Sí No

Modalidad de 
imagen 
versátil con 
muchos 
trazadores

Sí

SPECT 1-2 mm sin límite Minutos a 
horas Sí No

Anticuerpos, 
proteínas y 
péptidos 
marcados

Sí

Fluorescencia 2-3 mm <1 cm Segundos a 
minutos

No Sí

Procesos en 
enfermedades 
basados en 
superficies

Sí

FMT 1 mm <10 cm Minutos a 
horas Sí Sí Imagen 

cuantitativas En desarrollo

BLI Varios mm cm Minutos Sí Sí

Expresión 
génica y 
migración 
celular

No

Tabla 3: Características principales de las diferentes técnicas de imagen (Adaptada de 

Massoud T.F, 2003). 

1 . Bioluminiscencia: Técnica Óptica de Imagen 
Se conoce como bioluminiscencia a la producción de luz de ciertos organismos.   

La emisión de luz es el producto de una reacción química catalizada por un 

enzima (luciferasa) que oxida un sustrato (luciferina). Las luciferasas están 

ampliamente distribuidas en el reino animal, y pueden tener diferentes 

espectros de emisión y/o sustratos como se muestra en la Figura 12.  
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Figura 12: Izquierda, Prototipo de reacción de luciferasa (Photinus pyralis). Derecha, 

espectro de emisión de diferentes luciferasas. Verde, Photinus pyralis; azul, Renilla 

reniformis y rojo, Pyrophorus plagiophalamus 

1.1 Tipos de Luciferasas 

 Las luciferasas más ampliamente utilizadas son: 

� Luciferasa de la  luciérnaga 

Este tipo de luciferasa se encuentra en el insecto Photinus o Luciola. Es  una 

de las luciferasas más utilizadas y estudiadas, fue purificada y caracterizada en 

1978 (Figura 13). Su ADNc fue clonado y expresado en E. coli por Wet et al. en 

1985. Esta luciferasa necesita ATP como cofactor, su sustrato es la luciferina y 

tiene un espectro de emisión que va de 550 a 570 nm (Figura 12). Presenta un 

pico de actividad que dura entre 15 y 25 minutos después de la inyección del 

sustrato y  su emisión de luz puede ser detectada hasta 2 o 3 horas después. 

El hecho de que la relación entre la concentración del sustrato y la 

luz emitida sea lineal, junto con la existencia de detectores de fotones con una 

respuesta también lineal en un rango de 7 órdenes de magnitud, hacen que 

este trazador sea muy conveniente para la generación de imágenes in vivo 

(BLI)165 ya que nos permite detectar luciferasa en el rango de femtomoles. 

� Luciferasa con sustrato colenterazina 

Una de las luciferasas más conocidas que utilizan colenterazina como sustrato 

es la de Renilla reniformis (RLuc), una anémona, su ADNc fue aislado por 

Lorenz et al. en 1991 (Figura 13). La proteína comparte homología con la 

calmodulina, su actividad está controlada por la concentración de Ca2+. El 

punto de emisión máximo de su espectro se encuentra en los 480 nm (Figura 

12) y su cinética es muy rápida; se inicia a los 10 segundos y baja rápidamente 
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durante los 10 minutos siguientes a la inyección del sustrato166. La reacción de 

la RLuc es mucho más simple que la de la PLuc ya que no necesita cofactores. 

Su rápida cinética también le daría ventajas en experimentos donde se requiere 

que la señal se pierda rápidamente. 

 

Figura 13: Photinus pyralis (A),  Renilla reniformes (B). 

1.2 Ventajas e inconvenientes de las luciferasas 

Las principales ventajas del uso de luciferasas como trazadores celulares se 

pueden resumir en que: 

� Se pueden integrar en el genoma celular, evitando que se diluyan con 

la proliferación celular  

� La cantidad de fotones producidos es proporcional a la cantidad de 

células. La correlación lineal entre número de células y número de 

fotones nos permitirá evaluar el número de células en  los implantes.  

� Los mamíferos no presentan reacciones quimioluminiscentes, por lo 

cual el ruido de fondo es prácticamente nulo. 

� Los instrumentos de detección de fotones, además de ser 

extraordinariamente sensibles, pueden detectar del orden de decenas 

de fotones, producen una respuesta lineal, proporcional al número de 

fotones incidentes167. 
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Los principales inconvenientes de las luciferasas son la necesidad de utilizar un 

sustrato y que los tejidos vivos absorben la luz visible, lo que limita la 

profundidad a la que se pueden detectar las células marcadas dentro de los 

animales. Esta absorción de luz depende del tipo de tejido y de la longitud de 

onda, así, por ejemplo, la piel y el músculo son los tejidos que mejor dejan 

pasar la luz, en cambio, órganos con un alto contenido en 

hemoglobina, como son el hígado o el bazo, dejan pasar muy poca luz, ya que 

la luz es absorbida por la oxihemoglobina y la desoxihemoglobina de la sangre. 

La señal luminosa se reduce en término medio por un factor de 10 por 

cada centímetro de profundidad y esto varía en función del tipo de tejido, por lo 

que la máxima profundidad que permite la BLI es de 2-3 cm168. Otro problema 

es que las imágenes obtenidas son bidimensionales, con lo que falta 

información de profundidad; con cámaras con dispositivo de carga acoplado 

(CCD, del inglés Charged couple device) rotatorio o con múltiples visiones del 

mismo animal solucionaríamos parcialmente este problema y se podría obtener 

una imagen volumétrica. 

1.3 Uso de las luciferasas en modelos de terapia celular 

Los diferentes tipos de luciferasas difieren mucho entre si, no existe  actividad 

cruzada entre los sustratos de la RLuc y la PLuc, lo cual hace posible la 

utilización de las dos luciferasas en un mismo animal, permitiendo,  el estudio 

simultáneo de diferentes procesos biológicos. 

La utilización de la BLI para el seguimiento in vivo de células requiere de la 

modificación genética previa de las células. Básicamente, se dota a las células 

de interés, de la expresión de un gen trazador bioluminiscente (p. ej: Rluc y/o 

Rluc), bajo el control transcripcional de un promotor. Según el gen trazador y el 

promotor que usemos para regular la expresión del  vector, podremos estudiar 

diferentes procesos, como por ejemplo la proliferación o los cambios en la 

expresión de genes de interés entre otros. 

El uso de la BLI en modelos de terapia celular nos ha permitido conocer un 

poco mejor qué ocurre a nivel de diferenciación celular169 con las células que 

implantamos.  Para ello, las células son doblemente transfectadas, en primer 



�������������
 

  55
 

lugar con un gen que codifica para una proteína bioluminiscente (p.ej: RLuc) 

bajo el control transcripcional de un promotor de actividad constitutiva (activo 

continuamente) y en segundo lugar por un gen que codifica  otra proteína  

bioluminiscente (p. ej: PLuc) bajo el control transcripcional de un promotor 

especifico, que solo se activará en el proceso de diferenciación. La relación 

entre  la luz producida por las dos luciferasas nos permite  determinar tanto el 

número de células en el implante (obtenido a partir de la luz regulada por el 

promotor constitutivo), como el estado de diferenciación (obtenido a partir de la 

relación entre la emisión de luz regulada por el promotor constitutivo y la luz 

emitida por la luciferasa regulada por el promotor específico) (Figura 13). 

Figura 14: Ejemplo del tipo de imagen obtenida durante la monitorización con diferentes 

luciferasas. En este ejemplo, RLuc: luz regulada por un promotor de actividad constitutiva, 

sirve para determinar el número de células, mientras que PLuc: luz regulada por un 

promotor tejido específico, sirve para evaluar cambios en expresión génica. La relación 

entre la emisión de luz emitida por la luciferasa regulada del promotor constitutivo (control 

interno) y la luz emitida  regulada por el promotor tejido específico nos permite determinar 

in vivo el cambio en la expresión de genes, independientemente del cambio en el número 

de células. 
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PRINCIPAL

� Estudio y caracterización de un tipo celular derivado de células 
mesenquimales de tejido adiposo de elevada tasa proliferativa, para su 
uso en terapia celular. 

 

Específicos

i. Caracterizar la capacidad de crecimiento de las células fenotipo 
FP-MSC derivadas de células mesenquimales crecidas en medio 
EGM-2

ii. Caracterizar las células FP-MSC en comparación con las células 
hAMSC; capacidad de diferenciación, marcadores de superficie y 
perfil de expresión génica. 

iii. Caracterizar el perfil de expresión génica de las células FP-MSC

iv. Valorar la bioseguridad de las células FP-MSC.

v. Explorar la aplicación de las células FP-MSC en terapia celular.
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I. EXPERIMENTACIÓN IN VITRO  

1 . Tipos celulares 
1.1 293T 

La línea celular humana 293T, que deriva del riñón embrionario y expresa 

constitutivamente el antigeno SV40 large T, se obtienen a partir de l’American 

Type Culture Collection (ATCC, Rockville, EUA). Esta línea, altamente 

transfectable, se ha utilizado en esta tesis como empaquetadoras de virus, 

mediante transfecciones transitorias. 

1.2 Células madre adulta mesenquimales derivadas de tejido adiposo 

(hAMSC)

Las hAMSC fueron obtenidas a partir de lipoaspirados subdérmico de pacientes 

con un índice de masa corporal superior a 25. El protocolo seguido para su 

aislamiento se describe a continuación: 

-Lavar cinco veces el lipoaspirado con tampón fosfato salino 1X (PBS, 

Phosphate-buffered saline), e incubar con un volumen de colagenasa I al 

0.075%(Sigma, Steinheim, Alemania) durante 30 minutos a 37º y con 

agitación. 

-Inactivar la colagenasa con un volumen de DMEM (Dulbecco’s modified 

eagle media-high glucose) (Sigma) al 10% de SBF (suero bovino fetal) 

(Sigma) 

-Centrifugar a 450 g durante 10 minutos y lavar el precipitado con 50 ml de 

solución de Ringer. 

-Resuspender con 10 ml de cloruro de amonio 0,16 M y dejar a temperatura 

ambiente durante 10 minutos para lisar los eritrocitos. 

-Centrifugar a 450 g durante 10 minutos y el precipitado se resuspende en 

medio completo (DMEM (Sigma) + 10% SBF (Sigma) + 1% penicilina-

estreptomicina (P/S) (Sigma)). 

- Sembrar en flascón y cultivar a 37ºC , al 5% de CO2 
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- A las 24 horas, retirar el medio para eliminar las células que no se han 

pegado y poner medio completo fresco 

1.3 U87 MG 

Las células U87 MG (ATCC) son una línea celular de astrocitoma derivada de 

gliomas malignos. El cariotipo es hipodiploide con un número modal de 

cromosomas de 44 en el 48% de las células y un ratio del 5,9% de elevada 

ploidia. 

1.4 PC3 

La línea celular PC3 (ATCC) se va a iniciar a partir de la metástasis en hueso 

de un adenocarcinoma de próstata de grado IV, de un hombre caucásico de 62 

años. Esta línea es independiente de andrógeno y presenta casi una tripoidia, 

con un número aproximado de 62 cromosomas.   

2.  Condiciones y medios de cultivo 

Una vez establecidas los diferentes cultivos primarios, el medio de cultivo se 

cambia cada 3-4 días. Los cultivos se mantiene hasta llegar a un 70% de 

confluencia, se tripsinizan y se resiembran a una concentración de 2500 células 

viables/ cm2. En todos los casos los cultivos se mantienen a 37º y 5% CO2.   

Los medios de cultivo empleado son los siguientes: 

hAMSC

- DMEM 4500 glucosa (Sigma)  

- 2 mM L-glutamina (Sigma) 

- 50 u/ml P/S (Sigma) 

- 10% SBF (Sigma) 

 

FP-MSC (células mesenquimales estromales de alta capacidad 

proliferativa): 

-  Medio basal EBM-2 (Lonza) 

- Suplementado con el conjunto de factores “EGM-2 SingleQuots”, que 

contiene: hEGF, Hidrocortisona, GA-1000 (Gentamicin, Amphotecerin B), 
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FBS (Fetal Bovine Serum) 10 mL, VEGF, hFGF-B, R3-IGF-1, Ácido 

Ascorbico, Heparina 

- 10% SBF (Sigma) 

- Superficie cubierta con fibronectina humana (BD Biosciences) (10μg/ml 

diluida en PBS, incubar 30 minutos) 

 

293-T

- DMEM 4500 glucosa (Sigma)  

- 2 mM L-glutamina (Sigma) 

- 50 u/ml P/S (Sigma) 

- 10% SBF (Sigma) 

PC3 y U87 

- Mezcla 1:1 DMEM 4500 glucosa y HAM’s F-12 (Sigma) 

- 2 mM L-glutamina (Sigma) 

- 50 μ/ml P/S (Sigma) 

- 10% FBS (Sigma) 

3.  Estudio de diferenciación in vitro

3.1 Diferenciación adipogénica 

Para la diferenciación in vitro de las células mesenquimales al linaje 

adiogénico, las células son cultivadas en medio de diferenciación StemPro 

adipogenic diferentiation Kit (Invitrogen Inc, Carlsbad, CA) y en las condiciones 

de cultivo recomendadas por el proveedor (www.invitrogen.com/support). Las 

células se cultivan a una densidad de 1x104 células/cm2 en placas de 12 

pocillos durante 14 días, cambiando el medio cada 3 días por medio fresco de 

diferenciación. 

� Análisis de la diferenciación adipogénica: 

Se utiliza el colorante liposoluble Oil Red O para la detección de triglicéridos, 

ácidos grasos y lipoproteínas intracelulares. Este colorante da una tinción 

rojiza. 
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Protocolo: 

-Lavar las celulas con PBS 1X y fijarlas con paraformaldehido (Sigma) al 4% 

durante 1 hora. 

-Lavar las células fijadas con isopropanol (Panreac s.a, Castellar del Vallès, 

España) al 60% durante 1 minuto. 

-Teñir con solución Oil Red O (60 ml de la solución stock, que es una 

solución saturada de Oil Red O en isopropanol 100%, con 40 ml de agua 

destilada). 

-Lavar dos veces con isopropanol 60% durante 1minuto. 

-Lavar con agua destilada durante 5 minutos. 

-Observar al microscopio de contraste de fase. 

 

3.2 Diferenciación osteogénica 

Para la diferenciación in vitro al linaje osteogénico, las células mesenquimales 

son cultivadas en el medio de diferenciación StemPro osteogenesis 

diferentiation Kit (Invitrogen), en las condiciones de cultivo recomendadas por 

el  proveedor (www.invitrogen.com/support ). Las células se cultivan a una 

densidad de 5x103 células/cm2 en placas de 12 pocillos durante 14 días, 

cambiando el medio cada 3 días por medio fresco de diferenciación. 

� Análisis de la diferenciación osteogénica: 

Se basa en la detección de la deposición en el cultivo de matriz extracelular 

calcificada, característica típica de los osteoblastos, mediante la tinción 

específica con el colorante rojo de alizarina y posterior observación al 

microscopio de contraste de fase. 

Protocolo: 

-Retirar el medio osteogénico. 

-Lavar 3 veces con PBS para eliminar los restos de medio y SBF. 

-Fijarlas con PFA 4% durante 10min. a Tª ambiente. 

- Lavar 3 veces con agua destilada 
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-Teñir con una solución al 1% de rojo de alizarina (Merk Inc, Darmstadt, 

Alemania) en agua destilada durante 10 min. 

- Lavar 3 veces con agua destilada 

-Observar al microscopio de contraste de fase. 

4.  Determinación del tiempo de duplicación 

El tiempo de duplicación medio de los diferentes tipos celulares, fue calculado 

en la fase de crecimiento exponencial, de acuerdo a la siguiente formula: 

Tiempo de duplicación= Tiempo (dias)/ log2 (N2/N1), donde N1 es el primer 

recuento de células, y N2 es el recuento de células al final de fase de 

crecimiento exponencial.  El número total de células después de iniciarse el 

cultivo, fue medido mediante pases de células a una densidad de  2500 

células/cm2, hasta que se alcanzo la fase estacionaria. 

5.  Determinación de la entrada en senescencia 

La entrada en fase de senescencia puede ser determinada por la detección la 

actividad ß-Galactosidasa dependiente de pH. Para ello se empleo el kit 

comercial: The Senescence Cell Histochemical Staining Kit (Sigma). Ambos 

tipos celulares fueron teñidos según las instrucciones del fabricante tanto en la 

fase exponencial como en fase estacionaria, incubándolas toda la noche a 

37ºC y sin CO2. 

6.  Análisis de los marcadores de superficie por citometría de flujo 

Se ha analizado el perfil de marcadores de superficie de las diferentes células 

en todos los pacientes, empleando la citometría de flujo. La citometría de flujo 

nos permite detectar, célula a célula, la presencia o ausencia de una 

determinada proteína, previamente marcada con un anticuerpo unido a una 

molécula fluorescente. 

Se han estudiado los siguientes marcadores de superficie, todos ellos 

conjugados con ficoeritrina: CD49d, CD54, CD106, CD73, CD90, CD144, 
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CD13, CD44, CD29 (BD Biosciences, San Jose, CA),  CD31, C-Kit, CD34, 

CD105 (Abcam,), VEGFR (R&D Systems, Minneapolis, MN), CD133 (Milteny). 

 

Protocolo: 

-Poner 100ml de suspensión celular, que contiene unas 105 células viables 

en tubos de propileno con fondo redondo de 4 ml para Coulter EPICS XL y 

lavar con 2 ml de PBS-BSA (1% BSA (Sigma) 

-Centrifugar 5 min a 1300 rpm  a Tª ambiente, decantar el sobrenadante. 

-Resuspender el pellet de células con 100 μl de PBS-BSA. 

-Añadir 10 μl del anticuerpo o control isotípico, e incubar durante 1h a Tª 

ambiente  y protegido de la luz. Agitar ligeramente los tubos cada 10min 

aproximadamente. 

-Añadir 2ml de PBS-BSA y pasar por el agitador suavemente. 

-Centrifugar 5 min. a 1300 rpm, y resuspende en 400 μl de PBS-BSA 

-Analizar con el citómetro Coulter EPICS XL. Se analizaron 10.000 células 

viables para cada marcador. 

 

7.  Marcaje celular 

El marcaje estable de células con proteínas bioluminiscentes y fluorescentes, 

se ha realizado mediante vectores lentiviricos, ya que las células hAMSC tiene 

un ratio de división bajo. 

7.1 Vectores 

- El vector pRRL-Luc-IRES-EGFP nos fue cedido por el Dr. Alvarez-

Vallina170 Este vector contiene PLuc bajo el control del promotor del 

citomegalovirus (CMV) seguido de un elemento IRES para la expresión de 

EGFP 

 

- El vector hrl-mrfp-tk nos fue cedido por el Dr. S. Gambhir (Standford 

University, US) y contiene una quimera trifuncional que comprende RLuc, la 

proteína roja fluorescente monomérica (mRFP1) y una versión truncada  de 
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la secuencia codificante de la timidin quinasa del virus del herpes simple 

(sr39tk) regulada por el promotor CMV171. 

 

- El vector PLox:hPECAMp:PLuc:eGFP, que expresa la quimera PLuc y 

EGFP regulada por el promotor específico endotelial PECAM fue construido 

en nuestro laboratorio por J.R. Bagó. En primer lugar el vector lentivírico 

pLox:PLuc:eGFP que contenía el gen indicador de fusión PLuc y EGFP, se 

obtuvo por amplificación (PCR) y protocolos estándar de clonaje utilizando 

los genes PLuc y EGFP de los plásmidos pGL4.10:PLuc (Promega 

Corporation, Madison, WI, USA) y pEGFP-N1 (Clontech Lab., Palo Alto, CA, 

USA). En un segundo paso, HPCAM-1p proporcionado por el Dr. Carmelo 

Bernabéu (Centro de Investigaciones Biológicas CSIC, Madrid) se clonó en 

pLox:PLuc:eGFP utilizando los enzimas XbaI/SpeI y SpeI respectivamente. 

 

- El vector PLox:hcTnPIp:PLuc:eGFP, que expresa la quimera PLuc y EGFP 

regulada por el promotor específico del gen de la troponina I humana 

(hcTnPIp) fue construido en nuestro laboratorio por J.R. Bagó. Igual al 

anterior, pero en el segundo paso, hcTnPIp se clonó en el plásmido 

pCR2.11, y de aquí se extrajo utilizando las enzimas XbaI/SpeI y se clonó 

en el vector pLox:PLuc:eGFP previamente digerido con SpeI. 

 

-El vector CDUPRT:puro, que expresa la quimera fusionada de la Cytosina 

deaminasa y la Uracilo Fosforibosiltransferasa regulada por el promotor 

hibrido EF-1� / HTLV,  y el gen puro que confiere resistencia a la puromicina 

bajo control del promotor constitutivo de PGK, permitiendo una selección de 

transfección. La proteína quimerica CDUPRT se extrajo del plásmido pORF-

codA::upp (Invivogen, San Diego, CA, USA) y se clonó en el vector 

lentivirico pLVX-PURO (Clontech, Mountain View, CA, USA). 

 

7.2 Producción de partículas víricas 

Protocolo: 
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-Sembrar 3 x 106 células 293T en plaques de 10 cm2 de superficie con 5 

μg/ml de poli-D-lisina (Sigma) para aumentar la adherencia de las células al 

plástico. 

-24h después y 2 h antes de la transfección de las células, cambiar el medio 

y poner 9 ml de medio fresco. 

-El vector de transferencia, con los diferentes genes clonados, el plásmido 

de envoltura  pMD-G-VSV-G env y el plásmido de empaquetamiento 

pCMVDR8.2, se mezclan en una proporción de 20 μg, 5 μg y 15 μg, 

respectivamente, con H20 estéril hasta un volumen final de 450 μl. 

-Añadir 50 μl de cloruro de calcio (Sigma) 2,5 M, previamente calentado a 

temperatura ambiente,  a la mezcla de ADN y H20. 

-Con una pipeta Pasteur, añadir esta mezcla, gota a gota, a 500 μl de 

HEPES 2X (pH 7) a temperatura ambiente y en agitación, y dejar inmóvil 

durante 20 min. 

-La mezcla final se añade, también gota a gota, sobre la placa sembrada 

con 293T, mientras se va moviendo ligeramente. Se deja en el incubador a 

37ºC y al 5% de CO2 

-Dejar las células y el precipitado durante 16h a 37ºC i al 5% de CO2. 

-Despues de 16h de cultivo, se retira el medio con el precipitado, se lavan 

las células con PBS 1X y se añade medio de cultivo sin SBF. 

-48h después, se recoge el medio y se centrifuga a 400xg durante 10min 

para eliminar los restos celulares y el sobrenadante es filtrado por un filtro 

de 0,45 μm. Posteriormente, se hace una ultracentrifugación a 26.000 rpm a 

4ºC durante 90 min. con un rotor SW41.Ti en una ultracentrífuga L-100xp 

(Beckman Coulter, Fullerton, EUA) para concentrar los virus. 

- El precipitado obtenido se resuspende con PBS 1X (con Mg2+) y se 

congela en alícuotas a -80ºC. 

 

7.3 Titulación de partículas víricas 

La titulación de las partículas víricas se hace mediante un ensayo 

inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) del antígeno p24 del VIH (EIA, 

Beckman Coulter). 
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-Alícuotas de las muestras y de los controles se disponen en una placa de 

96 pocillos junto con el tampón de lisis, y se incuba durante 1h a 37ºC. Se 

aspira el medio y se lava los pocillos con el tampón de lavado 6 veces 

durante 30seg. 

-Añadir 200 μl de reactivo de biotina anti-VIH-1 humano resuspendido, a 

excepción del pocillo utilizado como blanco, y dejar 1 hora a 37ºC. 

Seguidamente, aspirar el medio y lavar los pocillos 6 veces durante 30seg. 

con el tampón de lavado 

 -Añadir 200 μl de SA-HRPO (conjugado de estreptavidina y peroxidasa de 

rábano) a todos los pocillos a excepción del blanco e incubar a 37ºC 

durante 30 min. Lavar los pocillos, como se ha hecho previamente. 

-Finalmente, añadir el reactivo TMB (que contiene tetrametilbenzidina y 

peroxido de hidrogeno) e incubar en oscuridad 30 min Se para la reacción 

mediante la adición de ácido CSR-1 (4NH2SO4). 

-La absorbancia de la coloración se mide con un espectrofotómetro a 

450/570 nm. Los resultados se obtienen en pg/ml de cantidad de proteína 

VIH-1 p24. En nuestro caso, se obtiene que 10 ng de p24 corresponden a 

106 unidades transfectadas (TU). 

 

7.4Transducción celular 

Para marcar las células de manera permanente mediante el uso de partículas 

lentivíricas, se realizó el siguiente protocolo 

- Se siembran las células mesenquimales a 5000 células/cm2 en placas de 

12 pocillos. 

- Al medio de las células, que contiene polybrene (hexadimethrine bromide) 

a una concentración final de 10 μg/ml, se le añade el virus concentrado para 

obtener una MOI (Multiplicidad de Infección, partículas víricas 

infecciosas/célula) de 20 (2 x 106 TU/ml) en un volumen final de 500 μl.   

- Se deja el medio de transducción durante 24h. Se realizan lavados con 

PBS 1X, se añade medio nuevo y se dejan crecer las células. 
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- La eficiencia de transducción vírica se determina por la detección de 

proteínas fluorescentes mediante microscopia de fluorescencia o por 

citometría de flujo. 

 

 

Selección de células transducidas. 

Las células positivas por fluorescencia, se seleccionan mediante la separación 

de células activada por fluorescencia (FACS). Se seleccionan del 11% al 5% 

más marcado, dependiendo de la capacidad proliferativa del tipo celular. 

8.  Ensayo de formación tubulogénica in vitro en Matrigel 

El MatrigelTM. (BD Bioscience) es una matriz habitualmente empleada para 

evaluar la capacidad de diferenciación a células endoteliales, mediante la 

formación de estructura tubulogénicas in vitro. El matrigel es una mezcla 

proteica gelatinosa secretada por las células de sarcoma de ratón Engelbreth-

Holm-Swarm (EHS), que contiene componentes de la membrana basal, 

enzimas proteolíticas, inhibidores y factores de crecimiento. A temperatura 

ambiente el matrigel solidifica y debe manipularse a 4ºC de la siguiente forma:  

-Se añaden 50 �l de solución de  Matrigel TM por pocillo en una placa de 96 

pocillos y se incuban a 37ºC durante 30 minutos. 

-Se siembran 1x104 células en EGM-2 (Lonza) en los pocillos recubiertos de 

Matrigel. 

-Cada hora se toman imágenes de diferentes campos de los pocillos por 

microscopia de contraste de fase. La formación de tubos se monitorizó 

durante 8 horas. 

-Las estructuras que se cuantifica por la capacidad de formar círculos 

completamente cerrados (Círculos/mm2).   
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9.  Extracción de ADN genómico y ARN 

El ADN genómico de las células necesario para las CGH fueron extraído con el 

kit FlexiGene DNA kit (QIAGEN) siguiendo el protocolo del fabricante  

(http://www.qiagen.com/hb/flexigenednakit_en) 

El ARN total de las células, que necesitaremos para los Microarrays y RT-PCR,  

fueron aislados con el kit RNeasy Plus Micro Kit (QIAGEN) siguiendo el 

protocolo del fabricante  (http://www1.qiagen.com/HB/RNeasyPlusMicroKit_EN) 

10.  Hibridación Comparativa de Genoma (CGH) 

El ADN genómico extraído fue analizado gracias a la colaboración de Rigola 

M.A. y Fuster C, mediante el método descrito por ellas172: 

- El ADN de los controles normales y de las células de interés (hAMSC y 

FP-MSC de pase 3 y pase 7) fueron marcadas con Spectrum Green-dUtp y 

Spectrum Red-dUTP según las indicaciones  del kit comercial (Vysis, 

Downers Grove, IL, USA). 

- Se tomó la misma cantidad de ADN control y ADN de las células 

estudiadas marcado (500 ng) y 10 �g de ADN Cot-1 y se co-precipitaron 

usando etanol. 

- El ADN precipitado se disolvió en 12�l de tampón de hibridación y se 

desnaturalizo a 74ºC durante 8 minutos. 

- Las metafases normales (Vysis) fueron desnaturalizadas a 74ºC durante 5 

min. e hibridizadas con la mezcla de ADN en una cámara húmeda durante 

2-3 dias.  

- Los portaobjetos se lavaron de acuerdo con el protocolo proporcionado por 

el fabricante 

- Los cromosomas se tiñeron con DAPI, resultando un patron de bandas-G, 

que se utilizó para identificación de los cromosomas. 

-Los portaobjetos fueron analizados utilizando el software 

V5.C Metasystems Isis (Metasystems). Las señales de hibridación 

fluorescente y los patrones de tinción DAPI fueron analizados. El software 

realiza un cálculo del ratio del ADN de nuestras células frente al ADN 
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control, a lo largo de la longitud de cada cromosoma. Los valore de la 

relación obtenida a partir de al menos 19 metafases se promediaron, y los 

perfiles resultante se representaron junto a los ideogramas de los 

cromosomas. Valores de la relación por encima de 1.25 y por debajo de 

0.75 se considera que representan ganancias y pérdidas cromosómicas, 

respectivamente 

 

11.  Microarrays y análisis de datos 

Los microarrays fueron realizados en la plataforma “Functional Genomics 

Core Facility” del IRB (Institute for Research in Biomedicine), en el Parc 

Científic de Barcelona. A continuación se detalla el protocolo que llevaron a 

cabo. 

El ARN total de nuestras muestras, extraído según el punto 9, fue analizado 

con “Agilent RNA 6000 Nano Kit”  para comprobar su calidad y cuantificarlo, 

y con “Agilent 2100 Bioanalyser” para realizar la electroforesis capilar y 

determinar el tamaño, la cuantificación y la calidad del ARN. 

El sistema de microarrays de Affymetrix se basa en la amplificación de 

moléculas de ADN sentido biotiniladas, que hibridan con chips que 

contienen un set de sondas diferentes para cada transcrito. Se utilizaron los 

GeneChip ® Gene 1.0 ST Array (Affymetrix), que reconocen 28.869 genes 

mediante unas 26 sondas distribuidas a lo largo de cada transcrito. El 

protocolo de obtención del ADN fragmentado y marcado, a partir del ARN, 

mediante el TransPlex® Complete Whole Transcriptome Amplification Kit 

(Sigma; WTA2), se resume a continuación: 

- 25ng de ARN total fue amplificado con 17 ciclos de amplificación, 

utilizando “TransPlex® Complete Whole Transcriptome 

Amplification Kit” (Sigma; reference WTA2). 8μg de cDNA fueron 

fragmentados por DNAseI, y posteriormente biotinilado por 

transferasa terminal obtenido del “GeneChip Mapping 10K Xba 

Assay Kit” (Affymetrix; catalog # 900441), de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. 
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- 8μg de cDNA marcado de cada muestra fue hibridado con  

“Affymetrix GeneChip Human Gene 1.0ST”, de acuerdo con el 

manual descrito en “Affymetrix GeneChip® Expression Analysis 

Manual” (Fluidics protocol FS450_007) 

- Los arreglos fueron digitalizadas en un escáner GeneChip 3000 

(Affymetrix) 

- Los archivos CEL fueron generados a partir de los archivos DAT 

usando el software del SMOC (Affymetrix). 

- Las señales normalizadas de expresión fueron calculadas a partir 

de los archivos CEL de Affymetrix utilizando RMA (Robust 

Multichip Average)173  

Los resultados se analizaron con el programa Partek Genomics Suite. Mediante 

este programa se normalizaron los p-valores por el método de Benjamini-

Höchberg, y se filtraron los resultados según el FDR y el Fold Change (FC). A 

continuación, los resultados se analizaron a nivel funcional mediante el 

programa y base de datos “Ingenuity Pathway Analyse” (IPA). 

12.  PCR a tiempo real 

Esta técnica nos permite medir cuantitativamente el número total de diferentes 

mARNs en una muestra. 

Procedimiento: 

-Partimos de la misma extracción de ARN total empleado para los 

Microarrays. 

-El ARN obtenido se cuantificó con el espectofotómetro nandrop (Thermo 

Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA).   

-Retrotranscripción: La obtención de cADN se realizó a partir de 2 μg de 

ARN y siguiendo el protocolo descrito en el kit Script One-Step RT_PCR kit 

(Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). 

Volumen final de la reacción: 50 μl 

 



�
����
���	�	�������	 �
 

76 
 

-25 μl 2X RT-PCR reaction  

-(21,5-X) μl H2O libre de nucleases  

- X μl RNA (~2 μg)  

-2,5 μl (�250 nM) Random hexamers (50 �M)(Qiagen)  

-1 μl iScript Reverse Transcriptase (50X)  

y con las siguientes condiciones del termociclador (Bio-Rad):  

-10 min a 25ºC (alineamiento de hexámeros)  

-10 min a 50ºC (síntesis de ADNc)  

-5 min a 95ºC (inactivación de la transcriptasa inversa)  

Las amplificaciones se realizaron con 2 μl de ADNc y en un volumen final de 50 

μl que contenía: 

- 21 μl H2O estéril  

- 25 μl TaqMan 2X Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Carlsbad, 

CA, EUA)  

- 2 μl cADN  

- 2 μl sonda (primers)**  

 

**Todas las sondas utilizadas se adquirieron en Applied Biosystems: 

 

� Genes de expresión constitutiva:  

- gliceraldehid 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Hs99999905_ml)  

 

� Genes seleccionados como perfil de las FP-MSC 

- cannabinoid receptor 1 (brain) (CNR1) (Hs01038522_s1) 

- amphiregulin (AREG/AREGB) 

- ephrin-B2  (EFNB2) (Hs00187950_m1) 

- FK506 binding protein 5 (FKBP5) (Hs01561006_m1) 

- hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 1 (HSD11B1)  

(Hs01547870_m1) 

- prostaglandin E receptor 2 (subtype EP2), 53kDa (PTEGR2) 

(Hs00168754_m1) 
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- hepatocyte growth factor (hepapoietin A; scatter factor)(HGF) 

(Hs00300159_m1) 

- carboxypeptidase M (CPM) (Hs01074151_m1) 

- monoamine oxidase A (MAOA) (Hs00165140_m1) 

- zinc finger and BTB domain containing 16 (ZBTB16) 

(Hs00957433_m1) 

- arachidonate 15-lipoxygenase, type B (ALOX15B)( Hs00153988_m1) 

- chemokine (C-C motif) ligand 20 (CCL20) (Hs01011368_m1) 

 
 

Análisis de los datos: 

Los datos obtenidos se analizaron con el programa  ABI Prism 7000 Sequence 

Detection System. La cantidad relativa obtenida del gen diana se calculó con el 

método de la curva estándar utilizando el gen GAPDH como referencia. Las 

comparaciones por lo que se refiere a los niveles de expresión relativa entre las 

diferentes muestras se hicieron con el método 2-��Ct descrito por Livak et. al.174 

13.  Ensayo de viabilidad

Para determinar la viabilidad celular utilizamos el kit comercial “CellTiter 96 

AQueous One Solution Cell Proliferation Assay” (Promega). Es un método 

colorimétrico que determina el número de células viables en proliferación o en 

ensayos citotóxicos. Se basa en una reacción de reducción por las células de 

uno de sus componentes, dando un producto coloreado que se puede detectar 

en un espectrofotómetro de placas. 

Protocolo: 

-Se añade 20μl de producto en cada pocillo, que contiene las células en 

100μl de medio. 

-Incubar 4 horas a 37º y 5%CO2. 

-Leer en un espectrofotómetro de placa, a 490nm de absorbancia. 
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II. EXPERIMENTACIÓN IN VIVO 

1.  Ratones 

Los animales que se han utilizado a lo largo de esta tesis se han mantenido en 

un ambiente libre de patógenos.  Todos los procedimientos con animales 

aplicados a lo largo de los diferentes estudios han sido aprobados por el comité 

ético del Centro de Investigación Cardiovascular (CIC) y por la Generalitat de 

Catalunya. Los investigadores han seguido la Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals of the Institute of Laboratory Animal Research (Publicación 

del NIH nº 86-23, Revisión de 1996). 

1.1  Ratones SCID 

Los ratones SCID (Severe Combined Immunodeficiency) se caracterizan por la 

incapacidad de crear una respuesta inmune apropiada a causa de la ausencia 

o el funcionamiento defectuoso de los linfocitos T y B, debido a una mutación 

recesiva en el cromosoma 16. A nivel funcional, esta mutación provoca que el 

sistema inmunológico no madure y estos ratones no pueden combatir 

infecciones ni rechazar tumores o trasplantes. 

2.  Implantación de células humanas hAMSC y FP-MSC en ratones 

SCID

Para poder evaluar la seguridad de las hAMSC y de las FP-MSC de pase 

temprano y tardío. Se desarrolló un modelo ectópico intramuscular (IM), en el 

cual se inocularon células humanas en las patas traseras de los ratones. El 

procedimiento fue el siguiente:  

-Se tripsinizaron las células de manera que quedaran a una concentración 

final de 5 x 105 células GLuc-hAMSC en 50 μl de DMEM 4500 glucosa y se 

guardaron en hielo hasta que se inocularon a los animales. 
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-Se anestesiaron los animales mediante una inyección intraperitoneal (IP) 

con 100 mg/kg de ketamina (Merial, Duluth, EUA) y 3,3 mg/kg de xilacina 

(Henry Schein, Melville, EUA). 

-Para la inoculación IM, se inmovilizaron los animales y se inyectaron 50 μl 

de la suspensión celular con una punción IM en cada pata trasera. 

 

3.  Implantación de células humanas en el cerebro de ratones SCID 

Para los experimentos in vivo se desarrolló un modelo ortotópico de inyección 

de U87 y hAMSC o FP-MSC (en combinación o solas) en el cerebro de ratones 

SCID de 6 semanas. Se siguió el siguiente protocolo:  

-Los animales se anestesiaron por inyección IP de 3.3 mg/kg de xilacina 

(Henry Schein, Melville, NY,USA) y 100 mg/kg de ketamine (Merial, Duluth, 

GA, USA). 

-Los ratones se colocaron en un aparato estereotáctico (Stoelting, Wood 

Dale, IL, U.S.A.) y se fijaron las cabezas utilizando una pinza nasal y dos 

barras para las orejas. Se realizó un corte en la piel para exponer la 

superficie del cráneo y se administró fentanilo (Kernpharma, Barcelona, 

Spain). 

-Para la implantación estereotáctica de las células se realizó un agujero en 

las siguientes coordinadas (posterior 0,6 mm, lateral 2mm y una 

profundidad de 2,75mm respecto a Bregma). 

-Las inyecciones se realizaron a una velocidad de 0.25 �l/min con un 

volumen de 4 �l utilizando una jeringa Hamilton serie 7000 y la aguja fue 

lentamente retirada tras esperar 5 minutos adicionales. 

-El cuero cabelludo fue cerrado por sutura y los animales se colocaron 

individualmente en jaulas para su recuperación. Se suplementó el agua con 

buprenorfina (Buprex, Schering Plough SA, Madrid, Spain). 
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4.  Establecimiento de gliomas 

Para la implantación ortotópica de gliomas se utilizó el mismo protocolo 

descrito en la sección anterior. Las U87 que se implantaron en los diferentes 

estudios expresaban PLuc. 

5.  Inyecciones mixtas de células tumorales y hAMSC/FP-MSC en 

ratón

Para determinar la eficiencia terapéutica en los estudios con hAMSC y con FP-

MSC, se inyectó una mezcla de células tumorales y hAMSC/FP-MSC  en 

proporción 1:4, siguiendo el protocolo de la sección 3 en un volumen total de 6 

�l. 

6.  Modelo de tumores ectópico de PC3 en ratones SCID 

La producción de tumores ectópicos se realizó siguiendo el mismo protocolo de 

implantación IM de células humanas en ratones del apartado 2. Las células 

tumorales de próstata que se inocularon estaban marcadas con RLuc. 

7.  Modelo in vivo de infarto de miocardio 

El modelo de infarto de miocardio en ratones se realiza mediante la ligadura 

permanente de la arteria coronaria anterior izquierda descrita por primera vez 

en un modelo de rata realizado por Pfeffer et. al. el 1979 175 y más adelante en 

el modelo de ratón realizado por Michael i col. el 1995 176 . En estos modelos, 

los cambios histológicos después de una oclusión total coronaria son similares 

a los observados en humanos después de un IAM (infarto agudo de miocardio) 

no tratado, pero en cambio, se desarrollan en un marco temporal más breve y 

incluyen una menor infiltración de células polimorfonucleadas 177  178  

Nuestro estudio  se realizó en ratones hembra SCID de 15 semanas de edad y 

de un peso comprendido entre 20 y 24g (Charles River laboratories inc, 

Wilmington, Mass, EUA). Los animales se alimentaron ad libitum. 
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Material:  

- 2X Pinzas Adson (FST, Fine Science Tools, Vancouver, Canadá) rectas de 

12cm de longitud total. 

- 2X Pinzas Bishop-Harman serradas de 8,5 cm de longitud total (FST)  

- 1X Pinzas Supergrip (punta amplia) (FST) 

- 2X Portagujas Cohan–mini curvados.  

- Pinzas i tijeras. 

- Pomada oftalmológica. 

- Sutura Ethicon Cardiovascular (Johnson-Johnson comp., Nwe Brunswick, NJ, 

EUA) de 7-0 de seda negra con dos agujas por sutura del tipo BV-1.  

- Sutura monofilamento de polipropileno de 6-0 no reabsorbible con dos agujas 

Ethicon del tipo C-1.  

- Lidocaína inyectable (1%), 100 ml. Vedco (St. Joseph, MO, EUA) 

- Buprenorfina, Buprex (Schering Plough Corp., Kenilworth, New Jersey, EUA) 

0,3mg. 

- Cola quirúrgica intraoperatoria. GLUBRAN2 (GEM, S.r.l.). 

- Cola quirúrgica Histoacryl� (Braun, Kronberg, Alemanya) 

- Dispensador de isofluorano y tanque de oxigeno.  

- Lupa  

- Respirador con control de presión, modelo TOPO (Kent Scientific Corporation, 

San Diego, CA, EUA)  

 

7.1 Procedimiento quirúrgico en modelo de infarto 

Procedimiento: 

- Anestesiar al ratón con isofluorano utilizando el vaporizador. Para hacerlo 

se coloca al animal en una cámara de aislamiento y se realiza la inducción 

durante 1 minuto aproximadamente con 5% de isofluorano en 100% de 

oxígeno. Seguidamente se suministra un 2% de isofluorano en 100% de 

oxígeno mediante un cono nasal y se mantiene la anestesia para que el 

animal respire espontáneamente. Se aplica solución o pomada 

oftalmológica para evitar sequedad en los ojos. 

-Rasurar el cuello y el costado izquierdo del pecho del ratón. 



�
����
���	�	�������	 �
 

82 
 

-Limpiar  las áreas con solución yodada y etanol 70%. 

-Inyectar buprenorfina (0,1-0,5 mg/Kg) subcutáneamente como analgésico. 

-Para la intubación, se expone la tráquea con la finalidad de visualizar 

correctamente el recorrido del tubo y evitar introducirlo en el esófago. Se 

hace una incisión de 0,5 cm en el cuello (0,5 cm por debajo de la boca) y se 

separa la piel, las glándulas y la musculatura que envuelve la tráquea con 

los retractores (Figura 15). Se sujeta la lengua del ratón con unas pinzas 

curvadas y se mueve hacia un costado. Suavemente se introduce por la 

tráquea el tubo del respirador (20G). En caso de dificultades para introducir 

el catéter, se aplica, con un pincel, una solución de lidocaína 1% en la 

tráquea. 

-Configurar el respirador a 90 respiraciones/minuto y a un volumen de 0,1 

ml para un ratón de 30g. Se ventila al animal con 2% de isofluorano en 

100% de oxígeno durante todo el procedimiento quirúrgico. Se sacan los 

retractores y se hidrata la herida con solución salina para evitar la sequedad 

hasta que se suture al final de la cirugía. 

-Realizar una incisión vertical de 1cm paralela al esternón en el lado 

izquierdo del animal y se retiran los músculos pectorales subyacentes. Se 

expone el corazón entrando en la cavidad pectoral a través del cuarto 

espacio intercostal retirando las costillas adyacentes (Figura 15). 

 

 

 

 
Figura 15: Izquierda, exposición de la traquea para la posterior intubación. Derecha, 

incisión vertical para la exposición del corazón. 
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-Pellizcar el pericardio con los fórceps Bishop-Harman y realizar un 

pequeño agujero para retirarlo. Localizar la arteria coronaria descendiente 

anterior izquierda y ocluirla ligándola con una  sutura de 7-0 (haciendo un 

doble nudo y dos simples) para provocar un infarto de miocardio (MI) 

(Figura 16). El tejido situado por debajo de la ligadura se volverá pálido 

(Figura 17). Es importante realizar la ligadura a más de un milímetro de la 

aurícula, de otra forma el infarto será demasiado grande para que el animal 

sobreviva. 

 
Figura 16: Izquierda, sutura que envuelve la arteria coronaria descendiente. Imagen 

derecha, sutura con un doble nudo y dos simples ocluyendo la arteria coronaria 

descendiente. 

-Colocar sobre la zona infartada la matriz de fibrina que incluye las células a 

estudiar. Con tal de asegurar que la matriz queda adherida a la zona de la 

lesión, se fija al corazón utilizando cola quirúrgica (GLUBRAN2, GEM, S.r.l., 

Viareggio, LU, Italia).  

 

 
Figura 17: Corazón de ratón infartado después de la ligadura de la arteria coronaria 

descendiente anterior izquierda (A) (la flecha indica la zona de la ligadura). Implante de 

fibrina con células sobre la zona de la lesión (B (perímetro indicado en rojo). Barra a 

escala 1mm. 
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-Cerrar el pecho del animal, primero suturando las costillas adyacentes 

entre ellas y después la piel como segunda capa utilizando prolene 6-0 

(Figura 18). De manera gradual, se reduce el porcentaje de isofluorano 

mientras se cierra el animal para que la recuperación sea más rápida. 

 

 
Figura 18: Sutura de las costillas adyacentes (izquierda) y sutura final (derecha). 

-Inyectar 0,5 ml de solución salina subcutáneamente para prevenir la 

deshidratación del animal. Después de apagar la anestesia, se retira el 

catéter de la tráquea y se ventila el animal con oxígeno 100% hasta que 

recupera el conocimiento. Con tal de contrarrestar la posible hipotermia 

provocada por la anestesia se mantiene al animal caliente con una manta 

calefactora. 

-Realizar un seguimiento de la herida, administrar analgésicos y tratar  

posibles infecciones con un antibiótico (administración parental de 

enrofloxacina (Baytril�, Bayer HealhCare AG, Leverkusen, Alemania) 85 

mg/Kg durante 14 días). 

 

7.2 Cirugía aguda terminal 

La cirugía aguda terminal  se realiza a los 30 días post implantación con el fin 

de quitar los corazones de los ratones para su posterior análisis. 

Procedimiento: 

 

-Anestesiar al animal con anestesia inhalada isofluorano al 5% utilitzando el 

vaporizador.  

-Abrir la cavidad pectoral y poner el corazón con la solución hipercálmica 

fría de Krebs-Henseleit modificada** (contiene butanodiona monoxima para 
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bloquear la contracción) inyectándola en el ventrículo izquierdo a través del 

ápex. Hay que tener cuidado en evitar la sobrecarga del ventrículo izquierdo 

(0,3-0,5 ml). Este método de eutanasia asegura que el corazón esté en el 

estado fisiológico necesario para los estudios histológicos del corazón 

aislado (diástole). 

-Extracción del corazón y fijarlo en PFA al 4% durante un mínimo de 24h a 

4ºC. Posteriormente se mantienen en una solución de sacarosa al 30% eb 

PBS hasta la saturación con el objetivo de criopreservarlos. Para su 

conservación y posterior análisis histológico se cortan de manera 

transversal a la altura de la ligadura, obteniendo un segmento basal y uno 

apical. Seguidamente se incluyen en OCT (tissue-tek�, SAKURA, Torrance, 

CA, EUA) y se congelan de manera inmediata en isopentano enfriado con 

nitrógeno líquido. Rápidamente son almacenados en el congelador a -80ºC. 

 

**Solución de fijación de Krebs-Henseleit modificada (100ml):  

-NaCl 0,4g  

-KCl 0,44g  

-Glucosa 0,2g  

-NaHCO30,01g  

-BDM 0,3g  

-Heparina (1000U/ml) 1ml  

Nota: Mantener la solución fría  i prepararla fresca cada vez.  
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III. SISTEMA DE ANÁLISIS

1.  Imagen por biolumniscencia (BLI) 
Procedimiento:  

-Anestesiar el ratón mediante una inyección IP con 100 mg/Kg de ketamina 

y 3,3 mg/Kg de xilacina. 

-Administrar el sustrato: IP la luciferina, sustrato de la PLu;  IV a través de la 

vena caudal la colenterazina (CZN), sustrato de la RLuc. 

-Inmovilizar al ratón sobre una pieza de metacrilato de color negro y 

colocarlo a una determinada distancia del objetivo de la cámara (HFP-

Schneider Xenon 0,95/25 mm) de alta eficiencia ORCA-2BT (Hamamatsu 

Photonics, Hamamatsu City, Japón). En cada estudio se mantiene la 

distancia, pero ésta es diferente entre los diversos estudios. La distancia 

utilizada depende tanto del área del animal donde se quiere detectar la 

presencia de células como de la intensidad de la señal que producen estas 

células. Para todos los estudios, el objetivo de la cámara se encuentra en la 

máxima apertura. 

-Tomar una imagen del campo claro durante 125 mseg. y con un binning 

1x1. 

-Inmediatamente después y sin mover la posición del animal, tomar una 

imagen en oscuridad total, donde sólo se captan los fotones de luz emitidos 

por las células implantadas en el ratón. El tiempo y el binning utilizados son 

diferentes para cada procedimiento y dependen tanto de la cantidad de 

células como de los fotones emitidos por cada una de estas células. 

 

1.1 Cuantificación de fotones a partir de las imágenes  

La cuantificación de fotones detectados en cada imagen se hace mediante el 

programa de análisis de imagen Wasabi (Hamamatsu Photonics).Los 

resultados se expresan como cuentas fotónicas (PHCs, photon counts). 
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Procedimiento: 

Mediante el programa Wasabi se define el área de interés donde se quiere 

realiza el cálculo de fotones totales y se extrae de la memoria de la imagen los 

PHCs captados. De esta manera se obtiene un número total de PHCs del área 

de estudio. Simultáneamente se extrae el número del total de PHC de un área 

de la misma imagen donde no haya señal detectable. Esto se conoce como 

ruido de fondo. 

El cálculo neto de PHC del área que se quiere estudiar se hace aplicando la 

siguiente fórmula: 

PHC = (PHC totales del área de interés)- [(media de PHC del ruido de fondo) X 

(número total de píxeles del área de estudio)] 

En los estudios donde ha sido necesario, se normalizan todos los valores de 

PHC obtenidos durante el experimento respecto a los del día inicial. 

2.  Análisis funcional: Ecocardiograma  
La función cardíaca de los ratones se evaluó mediante ecocardiografía 

transtorácica realizada con un ecocardiógrafo (Vivid 7, GE Healthcare, Little 

Chalfont, Buckinghamshire, GB) equipado con un transductor lineal de 10 MHz. 

Se realizaron medidas basales (1 día antes del MI) post IAM (2 días después 

de MI) y 3 semanas post MI. Se realizaron ecocardiografías modo M y 

bidimensionales a nivel de los músculos papilares en la visión paraesternal del 

eje largo (Figura 19). 

 

 
Figura 19: Ecocardiograma en modo M del músculo papilar en la visión del eje largo. 
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Los parámetros funcionales se calcularon a partir de 5 ciclos consecutivos 

utilizando métodos estándar179. Se cuantificaron las dimensines (volumen (V), 

área (A) y diámetro (D)) del ventrículo izquierdo en telesístole (VEs) y 

telediástole (VEd) para el cálculo de la fracción de eyección (FE) según: 

 

3.  Inmunofluorescéncia 
Con el objetivo de identificar ex vivo las células implantadas en el parche de 

fibrina y determinar su expresión proteica, se realizan diferentes 

inmunofluorescencias siguiendo el siguiente protocolo: 

 

- Secar las secciones con  la ayuda de un ventilador durante 30 min. 

- Poner las secciones en una cámara húmeda. 

- Lavar las secciones 2 X 5 min en TBS. 

- Lavar las secciones 3 X 10 min en TBS + 0, 5% Tritó-X100 (0, 5% TBS-T). 

- Bloquear durante 1 h en solución de bloqueo (1% BSA + 5% NDS en TBS-

T).   

- Incubar las secciones con el anticuerpo primario en la dilución necesaria 

(tabla x) en solución de bloqueo O/N a 4oC en una cámara húmeda. 

- Atemperar durante 1 h a temperatura ambiente. 

- Lavar las secciones 3 X 5 min en 0, 5% TBS-T. 

- Incubar las secciones con el anticuerpo secundario (tabla x) conjugado 

con un fluoróforo a la dilución necesaria en TBS durante 1 h a temperatura 

ambiente en una cámara húmeda protegida de la luz (Proteger las 

secciones de la luz hasta el final del protocolo). 

- Lavar las secciones 3 X 5 min en TBS. 

- Incubar con Hoechst (Sigma) (1 g/ml) durante 15 min en una cámara 

húmeda. 

- Lavar las secciones 2 X 5 min en TBS.  

- Montar en medio FluoromountTM (Sigma). 
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Anticuerpos primarios:

Antígeno 
reconocido 

Especie
huésped Dilución Casa comercial 

Troponina I cardíaca Ratón 1:100 (36μg/ml) Abcam ab19615 
CD31 Conejo 1:50 (4μg/ml) Abcam ab2864 
a-actinina 
sarcomérica Ratón 1:100             

(no especificado) Sigma A7811 

RFP Rata 1:50 (2mg/ml) Chromoteck 
ref.5F8 

RFP Conejo 1:50 (10μg/ml) Abcam ab62341 
GFP Pollo 1:200 (5μg/ml) Abcam ab13970 
GFP Cabra  1:50 (20μg/ml) Abcam ab66773 

Anticuerpos secundarios:

Especie
reconocida 

Especie
huésped Dilución Marcaje Casa comercial 

Conejo Burro 7,5μg/ml Cy5 Jackson ImmunoResearch ref. 711-175-152 
Ratón Burro 7,5μg/ml Cy5 Jackson ImmunoResearch ref. 715-175-151 
Rata Burro 7,5μg/ml Cy3 Jackson ImmunoResearch ref. 712-165-150 
Conejo Burro 7,5μg/ml Alexa 549 Jackson ImmunoResearch ref. 711-505-152 

Pollo Burro 7,5μg/ml DyLight 
488 Jackson ImmunoResearch ref. 703-485-155 

Cabra Burro 7,5μg/ml Cy2 Jackson ImmunoResearch ref. 705-225-147 
 

Tabla 4: Especificaciones de los diferentes anticuerpos primarios y secundarios utilizados 

en las immunofluorescéncias. 

 4.  Análisis morfométrico: Tricrómica de Masson 

Se cortan los segmentos apicales de los corazones congelados en secciones 

de 10 μm de grosor y se tiñen un total de 8 secciones por ratón separadas 100 

μm, con una tinción tricrómica de Masson (descrita posteriormente) podremos 

diferenciar entre cardiocitos y la matriz de colágeno. Se captan las imágenes 

con una lupa Leica a 10 aumentos que permite incluir la sección completa del 

corazón. El área fibrótica se puede identificar por su color azul claro. Esto nos 

permite determinar la medida del infarto (superficie), utilizando el programa de 

análisis ImageJ. Todas las secciones se han examinado ciegamente y los 

cálculos de los valores expresados se hacen como se describe a continuación. 
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El área infartada se calcula como el promedio de las superficies ricas en 

colágeno de las diferentes secciones respecto al promedio de la superficie total 

de la pared del ventrículo izquierdo. Los valores se expresan en porcentaje.  

 

4.1 Tinción Tricrómica de Masson

 

La tricrómica de Masson se utiliza con el objetivo de diferenciar las células del 

tejido conectivo que las rodea. En nuestro caso nos permite visualizar la cicatriz 

generada después del infarto de miocardio y diferenciarla del tejido viable 

restante. 

 

Soluciones necesarias:  

- Ácido fosfomolíbdico:  

· 1 g de ácido fosfomolíbdico en 100 ml H2Odd  

- Azul de anilina:  

· Ácido acético 2,5% (2,5 ml en 100 ml H2Odd)  

· Solución de azul de anilina saturada  

- Agua acética:  

· 1 ml de ácido acético  

· 99 ml de H2Odd  

- Fucsina de Ponceau:  

· Solución A:  

1 g de Ponceau Silidina  

100 ml H2O acética 0,5%  

· Solución B:  

1 g de Fucsina ácida  

100 ml H2O acética 0,5%  

 Mezclar 2 partes de la Solución A + 1 parte de la Solución B  

 

Protocolo:  

 

- Preparar los diferentes colorantes.  

- Desparafinar i rehidratar con un protocolo estándar.  



�
����
���	�	��������
 

  91
 

- Lavar la muestra con agua corriente durante 5 min.  

- Teñir con hematoxilina durante 5 min.  

- Lavar con agua corriente.  

- Lavar con agua acética.  

- Lavar con agua corriente.  

- Teñir con  Fucsina de Ponceau durante 5 min.  

- Lavar con agua corriente durante aprox. 1 min.  

- Lavar con agua acética durante aprox. 1 min. 

- Incubar en ácido fosfomolíbdico.  

- Lavar con agua acética durante 1 min.  

- Teñir con azul de anilina durante 5 min.  

- Lavar con agua corriente.  

- Lavar con agua acética.  

- Lavar con agua corriente.  

- Deshidratar:  

*5 min en etanol 70º  

*2 x 5 min en etanol 96º  

*2 x 5 min en etanol 100º  

*20 min xileno  

- Montar.  

Resultados esperados:  

- Citoplasma, queratina, fibras musculares y eritrocitos-Rojo  

- Núcleos-Azul oscuro  

- Colágeno- Azul 

 

5.  Densidad vascular: Tinción con Lectina GSLIB4 

La lectina l-isolectina B4 de la Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia (GSL I o GSL 

I-B4) es un buen marcador para identificar las células de linaje endotelial. 180, 

181 Las secciones de corazón de ratón se tiñen con lectina GSLIB4 siguiendo el 

protocolo que se describe más abajo. Como sistema de detección se utiliza el 

anticuerpo Alexa 647 conjugado a estreptavidina (Invitrogen). Se determina el 
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área de marcaje de lectina y en proporción a la superficie total analizada del 

tejido. Se obtiene así el % del área vascular. Se captan imágenes de 20 

campos seleccionados aleatoriamente (10 de la zona del margen del infarto y 

10 de zonas distales) en 2 secciones por cada animal, en un total de 32 

animales (8 controles MI, 8 controles MI fibrina, 8 MI+hAMSC  y 8 MI+FP-

MSC). Las imágenes se captan con el microscopio confocal Leica SP5 y tanto 

las superficies de tejido como de marcaje con lectina se miden en cada campo 

con el programa de análisis de imagen ImageJ. Los valores finales se 

obtuvieron a partir de la media de las secciones para no sobredimensionar la 

medida de la muestra. 

� Procedimiento:
 

Soluciones necesarias:  

-TBS 10x pH 7,4:  

           ·87,66g NaCl  

           ·60,57g Tris  

         ·1000 ml H2Od  

Ajustar a pH 7,4 y diluir a 1X  

 

- Secar las secciones con la ayuda de un ventilador durante 30 min.  

- Lavar las secciones 2 X 5 min en TBS.  

- Lavar las secciones 3 X 10 min en TBS + 0,5% Tritón-X100 (0,1% TBS-T).  

- Incubación con la lectina: Diluir la GSL I isolectina B4 biotinilada (Vector, 

ref. B-1205) en 1% BSA en 0,1% TBS-T. Incubar o/n a 4ºC en una cámara 

húmeda. Dilución 1:25.  

- Atemperar durante 1h a temperatura ambiente. 

- Lavar las secciones 3 X 5 min en 0,5% TBS-T.  

- Incubar las secciones en estreptavidina conjugada con Alexa 647 

(Invitrogen, ref. S32357) en TBS durante 1h a temperatura ambiente en una 

cámara húmeda protegida de la luz. Dilución 1:500 (4 �g/ml).  

- Proteger las secciones de la luz hasta el final del protocolo.  

- Lavar las secciones 3 X 5 min en TBS.  

- Incubar con Hoechst (1 g/ml) durante 15 min en una cámara húmeda.  
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- Montar en medio FluoromountTM (Sigma).  

-Observación i captación de imágenes en el microscopio confocal de 

fluorescéncia Leica SP5 .  
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I. FP-MSC: CELULAS MESENQUIMALES ESTROMALES 

DE ALTA CAPACIDAD PROLIFERATIVA 

Las células mesenquimales estromales de tejido adiposo (hAMSC) son 

excelentes candidatas para la terapia celular. Sin embargo, la producción de 

gran cantidad de células (del orden de 109) necesarias en los procedimientos 

de terapia celular en animales grandes, requiere también largos períodos de 

cultivo y un peligro asociado de daño genético.  

Es esta tesis, se ha caracterizado un tipo celular derivado de MSC de tejido 

adiposo humano que por tener una elevada capacidad proliferativa, pueden ser 

de utilidad en diversas estrategias de terapia celular.  

1.  Comparación de la capacidad proliferativa y senescencia de las 

hAMSC y FP-MSC 

Durante estudios de la capacidad de expansión de las células mesenquimales 

de tejido adiposo humano, se cultivaron hAMSC de diversos pacientes en el 

medio estándar, DMEM y EGM-2 (Endotelial Growth Medium), durante 

períodos largos de tiempo (Figura 20).  
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Figura 20: Esquema de la obtención de las FP-MSC. 

Se midió el tiempo de duplicación, tiempo necesario para que una población 

duplique el número de sus células, a partir de la curva de crecimiento celular en 

ambas condiciones. Tal como indica la gráfica de la Figura 21, durante la fase 

de crecimiento exponencial, las células en EGM-2 presentan un tiempo de 

duplicación medio significativamente más corto, 1,5 días, frente a los 5,1 días 

que se precisan en DMEM. Esto se puede traducir en una velocidad de 

proliferación 4,4 veces mayor en EGM-2 que en DMEM. Como resultado, para 

obtener un total de 1010 células en cada uno de los medios (intersección con la 

línea roja), se requieren periodos de cultivo medio de 16,9 y 75,0 días, 

respectivamente.  

Aunque las hAMSC  crecen más rápido en EGM-2, su capacidad de expansión 

sigue siendo finita y no está modificada. Después de una fase de crecimiento 

rápido parece producirse una fase de estacionamiento con crecimiento cero. El 

cálculo del número de ciclos transcurridos para llegar a esta fase indica que en 

los dos medios parece no solamente haber un número máximo de ciclos 

posibles, sino también que la capacidad de duplicación poblacional máxima 

(PD) es similar, 19,5 y 24,4 ciclos respectivamente en ambas condiciones de 

cultivo. Tinciones de ß-Galactosidasa en diferentes fases del proceso de 

expansión nos muestran que tanto las células crecidas en EGM-2 como en 
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DMEM, después de un número determinado de ciclos, entran en fase de 

senescencia, después de la cual, cesa la proliferación celular.  

El cambio a fenotipo proliferador se produjo consistentemente en las hAMSC 

derivadas de todos los pacientes. A partir de aquí denominaremos las hAMSC 

crecidas en EGM-2 como FP-MSC (“fast-proliferating hAMSC”). 

 

 

 

Figura 21: Capacidad proliferativa de las hAMSC en los diferentes medios. Panel 

superior, curva de crecimiento de las hAMSC crecidas en DMEM (AMSC) y en EGM-2 

(FP-MSC). La línea roja indica 1010 células. Panel inferior, expresión de ß-Galactosidasa 

detectada mediante un ensayo colorimétrico, indicando la entrada en fase senescente. 

Los números romanos indican en qué fase de la curva de crecimiento se analizaron las 

muestras.  

2.  Morfología y capacidad de diferenciación 

Mientras que las células mesenquimales en DMEM presentan una morfología 

fibroblastoide, en forma de huso característica. El cambio de medio a EGM-2, 

provoca leves cambios en la morfología de las hAMSC, que aunque siguen 
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manteniendo la forma fibroblastoide y fusiforme, son ahora más alargadas y de 

menor volumen, tal como se puede apreciar en las Figura 22, A1 y B1.  

La capacidad de diferenciación a otros tipos celulares es una propiedad 

intrínseca que define a las MSC. En este trabajo hemos comprobado que las 

FP-MSC conservan su capacidad multipotente tanto a pase temprano (PD 

medio ~ 6) como a pase tardío (PD medio ~ 16). Ambos tipos celulares pueden 

ser inducidos a diferenciarse, bajo los estímulos adecuados, a linajes tales 

como el osteogénico o el adipogénico,  (Figura 22 A2 y 3, y B2 y 3). El 

colorante rojo de alizarina S, nos permite detectar los depósitos de calcio 

característicos de la diferenciación a osteocito; el pigmento Oil red O tiñe las 

vacuolas lipídicas en el interior de las células conforme  se han diferenciado a 

adipocitos. 

 

 

Figura 22: Capacidad de diferenciación de las hAMSC y las FP-MSC. En la primera 

columna se muestra la morfología celular en ambas condiciones de cultivo. Segunda y 

tercera columna, imágenes de cultivos diferenciados al linaje osteogénico y adipogénico 

detectados mediante tinción con alizarina S y Oil red O, respectivamente.  

3.  Marcadores de superficie 

Además de su capacidad de diferenciación y adhesión a plástico, las MSC 

expresan un perfil de marcadores de superficie característico. Por ello, se 

comparó para los 3 pacientes la expresión de diferentes marcadores de 

superficie, en hAMSC crecidas en DMEM (PD medio ~ 10) y su 
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correspondiente FP-MSC (crecidas en EGM-2) de pase temprano (PD medio ~ 

9) y de pase tardío (PD medio ~ 18); podremos analizar si el perfil 

inmunofenotípico se ve afectado por el cambio de medio y/o el tiempo de 

cultivo en estas nuevas condiciones.  

Según la definición de las MSC, más del 95% de la población debe expresar 

los antígenos específicos de superficie CD105, CD73 y CD90, adicionalmente, 

no deben expresar (menos del 2% positivas) otros marcadores como por 

ejemplo, el CD34. En nuestro caso, las hAMSC crecidas en DMEM cumplen 

estos requisitos, sin embargo las FP-MSC presentan dichos marcadores pero 

en una proporción significativamente inferior (p<0.05, †<0.01); la ausencia de 

CD34 se da en ambos tipos celulares (Figura 23).  

A parte de los marcadores mencionados anteriormente, las mesenquimales son 

positivas para otros marcadores aunque, ninguno de ellos específico para 

hAMSC (Apéndice I). Se estudiaron marcadores generales como CD13, CD29, 

y CD44, y otros marcadores que diferencian las mesenquimales procedentes 

de tejido adiposo y medula ósea,  como por ejemplo, el  CD49d y CD54 para 

los que las primeras son positivas y negativas las segundas y el CD106, para el 

que son negativas las hAMSC y positivas las MSC de médula ósea. Salvo el 

CD106, que no se encontró en las hAMSC, todos estos marcadores se 

encontraron tanto en hAMSC como en FP-MSC. Sin embargo, el nivel de 

expresión de cada uno de ellos si fue característico del tipo celular  (Figura 22). 

Muchos de los marcadores que hemos empleado para analizar las células 

mesenquimales, se encuentran también expresados en células endoteliales 

(CD29, CD34, CD49d, CD54 CD105 y CD106), y dado que el medio EGM-2 es 

un medio inductor de la diferenciación endotelial, es lógico pensar que la 

expresión de dichas moléculas de superficie se vea modificada por el cambio 

de medio. De entre estas últimas moléculas, el porcentaje de células positivas 

para CD106 y CD49d fue superior en las FP-MSC mientras que disminuyó para 

CD54 y CD105 en las mismas células, relativo a las hAMSC.  

En lo que se refiere a los marcadores característicos de las células endoteliales 

CD31, VEGFR2, y CD144, ninguno de ellos se encontró representado en 
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ninguno de los tipos mesenquimales (FP-MSC o hAMSC), excepto por un una 

ligera traza (<10%) de células positivas para el VEGFR2 en las hAMSC (Tabla 

5). 

También se analizó la expresión del CD133 y c-Kit, marcadores de células 

madres. Ambos marcadores se encontraron ausentes en hAMSC, y muy poco 

expresados en FP-MSC. En el caso concreto del CD133, aunque baja, la 

proporción positiva fue significativamente diferente y superior en las FP-MSC 

de pase temprano que en las hAMSC.  

A rasgos generales, en lo que se refiere a presencia y/o ausencia de los 

marcadores, el perfil de expresión, es bastante similar en ambos tipos 

celulares. Sin embargo, se observan diferencias significativas (p<0.05, * †<0.01) 

entre hAMSC y FP-MSC en la proporción de células que expresan algunos de 

los marcadores  
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Figura 23: Marcadores de superficie. Las barras muestran la proporción de células que 

expresan el marcador de superficie indicado en hAMSC y FP-MSC, de pase temprano y 

tardío (t-Student, comparado con hAMSC para cada marcador  *p<0.05; † p<0.01). 
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hAMSC Pase Temprano Pase Tardío

cd 49d 25,4 ± 2,9 57,6 ± 3,6 61,2 ± 3,5

cd 54 48,2 ± 15,5 21,3 ± 2,0 17,0 ± 1,9

cd 13 99,9 ± 0,1 90,5 ± 0,8 90,9 ± 0,6

cd 29 12,5 ± 6,5 4,6 ± 1,0 12,2 ± 10,6

cd 34 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0

cd 44 99,9 ± 0,0 92,5 ± 0,8 93,6 ± 1,1

cd 90 98,1 ± 0,6 77,7 ± 1,9 73,2 ± 2,0

cd 73 99,6 ± 0,1 72,8 ± 3,1 77,5 ± 3,3

cd 105 99,3 ± 0,3 66,7 ± 3,3 48,2 ± 17,0

cd 106 0,0 ± 0,0 11,9 ± 5,1 20,2 ± 8,6

cd 144 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0

cd 31 0,0 ± 0,0 0,1 ± 0,0 0,0 ± 0,0

vegfr2 8,8 ± 3,2 0,1 ± 0,0 0,0 ± 0,0

cd 133 0,0 ± 0,0 4,2 ± 0,4 2,7 ±2,3

c-kit 0,8 ± 0,7 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0

Marcadores de 
Célula Madre

Marcadores 
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M
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Marcadores 
Generales
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Tabla 5: Fracción de células positivas para los marcadores de superficie indicados. Los 

datos corresponden a la media de los valores obtenidos de los tres pacientes estudiados 

± el error típico. 

4.  Tumorigenicidad  

Las FP-MSC presentan alta capacidad proliferativa. La  necesidad de producir 

gran cantidad de células para terapia celular requiere de su expansión  in vitro. 

El crecimiento celular in vitro puede asociarse con diversos cambios, por ello es 

necesario evaluar la capacidad tumorigénica de las células que van a ser 

empleadas en terapia celular. 

La estabilidad genómica en las MSC es un tema que ha despertado 

controversia. Mientras que diferentes grupos de investigación han encontrado 

indicios de inestabilidad y estabilidad genómica en MSC humanas, otros se han 

concentrado en el estudio de la relación entre los posibles cambios genéticos y 

sus implicaciones en la transformación celular 

Con el fin de conocer si se produce algún tipo de anomalías genómica 

asociada al cambio de fenotipo o durante el cultivo, en este trabajo se 

realizaron análisis de estabilidad genómica mediante el procedimiento de 
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Hibridación Comparativa de Genoma (CGH). El procedimiento CGH nos 

permite detectar pérdidas, ganancias y amplificaciones del número de copias 

de ADN, de un tamaño mínimo de 5-10 Mb, a nivel cromosómico. Para ello, se 

analizaron tanto las hAMSC originales (PD medio ~ 10) como las FP-MSC de 

pase temprano (PD medio ~ 9) y tardío (PD medio ~ 18). Nuestro análisis 

mostró que en ningún caso hubo ganancias o pérdidas genómicas significativas 

con respecto a las células originales.  Cabe apuntar, que una aparente trisomía 

del cromosoma 21 detectada en una de las FP-MSC demostró, después de un 

análisis más profundo, estar ya presente en el paciente de origen. A parte de 

esto, tanto los cariotipos de las células originales como los de las FP-MSC 

derivadas fueron normales (Figura 24).  
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Figura 24: Perfil CGH representativo de una de las muestras FP-MSC de pase tardío. Las 

áreas sombreadas correspondientes a los centrómeros y a la heterocromatina 

constitutiva, no son consideradas. Las líneas verticales representan valores del ratio de 

fluorescencia, así, las líneas verde y roja corresponden a los valores 1,25 y 0,75 

respectivamente. Valores de CGH comprendidos entre 1,25 y 0,75 indican que no hay 

ganancias o pérdidas significativas en relación al ADN control. La relación (línea negra) 

entre el ADN de la muestra y el del ADN control muestra la ausencia de ganancias o 

pérdidas de ADN en los cromosomas. Los números que corresponden a cada diagrama 

indican el número de cromosomas y entre paréntesis, el número de cromosomas 

analizado, respectivamente. 

Debido a que el procedimiento CGH solo revela anomalía genómicas 

relativamente grandes, se realizaron pruebas complementarias, mediante 

xenotransplantes en animales inmunosuprimidos, para determinar 

funcionalmente la capacidad carcinogénica de las FP-MSC. Para ello, hAMSC, 

FP-MSC (pase temprano) y FP-MSC (pase tardío) de tres pacientes diferentes 

fueron transducidas con un vector lentivírico portador del gen trazador Photinus 
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p. luciferase regulado por el promotor de citomegalovirus (CMV) e implantadas 

intramuscularmente en los muslos de ratones SCID. Este tipo de trazador nos 

permite hacer un seguimiento in vivo del comportamiento de estas células sin la 

necesidad de sacrificar los ratones. Se monitorizó comparativamente, mediante 

imágenes de bioluminiscencia no invasivas, las células hAMSC y FP-MSC de 

pase temprano y tardío para los 3 pacientes, durante un periodo de 160 días. 

En este tiempo, aunque solo una fracción de las células implantas fueron 

capaces de sobrevivir después del día 25 post-inoculación, no hubo indicación 

de proliferación celular excesiva ni de generación de tumor (Figura 25). 
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Figura 25: Panel superior, la gráfica muestra el número de fotones registrado en las 

imágenes producidas por las células implantadas en animales vivos. No se observa 

crecimiento anormal. Panel inferior, imagen representativa de la última adquisición (160 

días) previa al sacrificio de los animales. (A) muslo derecho hAMSC marcadas. (B)  muslo 

izquierdo FP-MSC pase temprano;  muslo derecho, FP-MSC pase tardío. 
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5.  Perfil de expresión génica 

Para continuar con la caracterización de las FP-MSC, se realizó un análisis de 

expresión diferencial de genes con respecto a las hAMSC de la cuales 

proceden. Con este análisis se pretende encontrar un patrón de genes 

relacionados con el cambio de fenotipo que nos permitiría caracterizar este tipo 

celular. 

Para ello se empleó el chip Human Gene 1.0 ST de Affymetrix. Los resultados 

fueron analizados con el programa Partek Genomics Suite (Partec Inc.), que  

generó una lista de genes que, de forma significativa, se expresaban 

diferencialmente entre las dos condiciones estudiadas (crecimiento en DMEM 

frente a crecimiento en EGM-2). Los valores-p generados fueron corregidos 

usando un FDR (false discovery rate) obtenido por el método de Benjamini-

Hochberg, con un punto de corte del 20%. La lista resultante de genes 

expresados diferencialmente de forma significativa fue filtrada para incluir solo 

aquellos que presentasen un cambio en el nivel de expresión, fold change (FC) 

> 1,5 con respecto a las hAMSC.  

Para conocer la implicación en los diferentes sistemas biológicos, los genes de 

esta última lista se analizaron usando el programa “Ingenuity Pathway Analyse” 

(IPA). Basado en la base de datos del IPA y un análisis probabilístico, este 

programa permite crear redes de interacciones en las cuales, se muestran las 

moléculas  asociadas por un proceso/función determinado. A las redes que se 

crean, se asigna una puntuación basada en el cálculo probabilístico, que valora 

la probabilidad de que las moléculas de la lista formen parte de una red, por un 

fenómeno de azar. Matemáticamente, el resultado de la puntuación es 

simplemente el módulo del exponente negativo resultante de la prueba de 

Fisher, p. ej., una puntuación de 3, significa que es 1 entre 1000 la posibilidad 

de que estas moléculas se encuentren en una red determinada por casualidad.  

Las redes biológicas encontradas por el IPA con mayor puntuación fueron: 

‘‘Proliferación y Crecimiento Celular, Morfología Celular, y Muerte Celular” 

(Network 1: puntuación 82) y “Movimiento Celular, Señalización e Interacción 

Célula-a-Célula, Desarrollo Celular” (Network 2: puntuación 34). En ambas 
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redes, hubo una predominante regulación al alza en las FP-MSC, como se 

puede observar por el número de moléculas representadas en color verde; la 

intensidad del color es directamente proporcional al nivel de expresión (Figura 

26). En la Tabla 6, se muestran los de FC de los genes inducidos en FP-MSC 

recogidos en estas dos redes (estos valores negativos se corresponden con las 

moléculas representadas en verde de diferentes intensidades en las diferentes 

redes).  
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Figura 26: Redes biológicas de mayor puntuación encontradas por IPA.   ‘‘Proliferación y 

Crecimiento Celular, Morfología Celular, y Muerte Celular” (Network 1: puntuación 82) (A);  

“Movimiento Celular, Señalización e Interacción Célula-a-Célula, Desarrollo Celular” 

(Network 2: puntuación 34) (B). Aquellas moléculas con una expresión diferencial entre 

FP-MSC Y hAMSC, se muestran coloreadas; en verde las de mayor nivel de expresión en 

FP-MSC y en rojo las de menor. Las moléculas sin color son aquellas que no pertenecen 

a nuestra lista aunque actúan como conectores entre las moléculas de nuestra lista. La 

intensidad del color es directamente proporcional al cambio de nivel de expresión o FC. 

 

Tabla 6: Datos de los valores de FC para las moléculas marcadas en verde en las dos 

redes de mayor puntuación. En amarillo, se resaltan aquellas moléculas seleccionas para 

validación por RT-PCR. 

El programa IPA, nos facilita también información relacionada con funciones 

biológicas o enfermedades. Se han encontrado más de 70 funciones 

modificadas (p<0.05) en nuestra lista de genes. En la Figura 27, se muestra un 
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fragmento de la gráfica original que recoge las funciones biológicas o 

enfermedades modificadas según la base de datos del IPA. Solo mostramos 

las 10 primeras funciones modificadas, que corresponden con las de mayor 

valor de p; la altura de la barra equivale al p-valor asignado a dicha función.  

 

 

Figura 27: Funciones biológicas o enfermedades asociadas a cambios en los genes 

analizados según la base de datos del IPA. La gráfica recoge las 10 funciones con mayor 

valor p de nuestra lista de genes, la altura de la barra representa el valor p asignado. Las 

funciones resaltadas con la elipse roja son aquellas relacionadas con este trabajo. 

Basándonos en los resultados de las dos redes de mayor puntuación, se 

seleccionó una lista de 12 genes, de acuerdo al nivel de expresión (mayor 

inducción en FP-MSC) y a las funciones biológicas asignadas por el IPA 

(“Proliferación y Crecimiento Celular” p-valor <0,05 y/o “Movimiento Celular” p-

valor <0,05) (Tabla 7). 

Estos 12 genes fueron validados por RT-PCR en los dos tipos celulares (FP-

MSC y hAMSC) para todos los pacientes, y además, en una pareja extra de 

FP-MSC y hAMSC de un paciente nuevo. Los resultados obtenidos de las RT-

PCR confirman los FC obtenidos por los microarrays, entre las hAMSC y las 

FP-MSC para todos los genes seleccionados. Los datos quedan resumidos en 

la Tabla 7. De acuerdo a la prueba t para datos pareados, la mayoría de los 
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genes presentan un valor medio de FC significativo en las FP-MSC con 

respecto a las hAMSC († p<0.1; *p<0.05), con lo cual podemos afirmar que 

estos genes han aumentado su expresión en las FP-MSC. 

Con esto, se puede definir un perfil de expresión de genes concretos, que 

caracterizan el fenotipo de las FP-MSC en medio EGM-2. 

Genes Asignada Asignada L060605 L100605 L110605 L020609

ALOX15B 2
migración  celular, 

proliferación celular 2.156,4 1.683,7 1.269,1 566,8 1.703,0 *

CCL20 2
migración  celular, 

proliferación celular 761,2 582,1 46,7 38,4 463,4 n.s.

CNR1 1
migración  celular, 

proliferación celular 375,2 38,8 334,5 168,3 249,5 *

FKBP5 1 proliferación celular 82,6 69,9 54,9 14,7 69,1 *

HGF 1
migración  celular, 

proliferación celular 186,8 19,7 20,8 20,0 75,7 *

PTGER2 1
migración  celular, 

proliferación celular 105,8 798,2 101,2 807,7 335,1 *

ZBTB16 2
migración  celular, 

proliferación celular 8.991,2 290,6 1.175,7 276,3 3.485,8 *
AREG/ 
AREGB 1

migración  celular, 
proliferación celular 86,4 180,3 715,1 58,6 327,2 †

CPM 2 proliferación celular 176,2 121,3 147,3 37,8 148,3 *

EFNB2 1
migración  celular, 

proliferación celular 70,7 73,4 966,3 24,9 370,1 *

HSD11B1 1 proliferación celular 857,6 260,8 917,4 241,8 678,6 †

MAOA 2 migración celular 631,8 192,1 675,9 62,3 499,9 *

(Prueba-T pareada)
Red Función Biológica Paciente Paciente Paciente Paciente Promedio FC 

 

Tabla 7: Resumen del análisis IPA y validación por RT-PCR. Columna “Red Asignada”: 

red a la que pertenece cada gen según el programa IPA; columna “Función Biológica 

Asignada”: funciones biológicas asignadas según IPA y que coinciden con nuestro criterio. 

Valores de FC de las FP-MSC con respecto a las hAMSC para cada paciente, en gris los 

valores de la muestra nueva. La media del grupo de los pacientes para cada gen fue 

analizada mediante la prueba-t para datos pareados (p<0,05; † p<0,1). 

6.  Origen del fenotipo FP-MSC: SELECCIÓN O INDUCCIÓN 

Los resultados anteriores muestran que el fenotipo FP-MSC es un fenómeno 

reproducible característico de las hAMSC. Sin embargo, la población 

mesenquimal es heterogénea por definición, y para determinar si este cambio 

fenotípico se reproduce a nivel celular se estudió mediante clonaje celular, el 

efecto del EGM-2 sobre clones celulares, cuyo fondo genético es idéntico. 

Sin embargo, cabe especular que las FP-MSC o son una subpoblación 

preexistente entre las definidas como células mesenquimales que se ha 
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seleccionado por el cambio de medio de cultivo o, por el contrario, el FP-MSC 

puede ser un fenotipo inducido en las hAMSC por el cambio de dicho medio.   

Para determinar el efecto del EGM-2 a nivel celular, se llevó a cabo la siguiente 

estrategia de clonaje celular. Se tomaron células hAMSC de uno de los 

pacientes (L020609) y mediante clonaje por dilución límite se sembró una 

célula por pocillo, en 5 placas de 96-pocillos en DMEM (Figura 28). De éstas, 

aproximadamente el 6,7% de los pocillos (32) generaron colonias procedentes 

de una única célula con fenotipo mesenquimal. Estas colonias fueron divididas 

en dos, una mitad se mantuvo en medio DMEM y la otra se pasó a EGM-2 

(condiciones de cultivo de las FP-MSC). El 30% de estas colonias pudieron ser 

expandidas por más de 15 PD en ambas condiciones. El tiempo de duplicación 

medio de los diferentes clones en los dos medios, fue significativamente 

diferente: 1.79 días en EGM-2 frente a los 3.74 días en DMEM (p<1E-6), tal 

como se había estimado anteriormente.  

 

Figura 28: Esquema de la estrategia de clonaje celular para estudiar el efecto del cultivo 

en EGM-2. 

Seleccionamos 3 parejas de clones representativos en cuanto al número 

máximo de células obtenidas se refiere (mayor crecimiento en DMEM, mayor 

crecimiento en EGM-2 y un crecimiento equivalente en ambos medios) (Tabla 
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8). A cada clon se le asignó la inicial del medio en el que ha sido crecido para 

poder diferenciarlas, “D” crecidas en DMEM y “E” crecidas en EGM-2. 

DMEM      DMEM DMEM
(M05-D)

EGM-2      
(M05-E) (M017-D)

EGM-2 
(M017-E) (M027-D)

EGM-2 
(M027-E)

Número máximo 
de células 800.000 35.000 63.000 405.000 1.730.000 3.830.000

Tiempo (días) 82 46 85 43 78 43

PD (máxima) 19,61 15,10 15,94 18,63 20,72 21,87
Tiempo de 
Duplicación 3,47 2,12 4,45 1,56 3,09 1,33

Clon M17 Clon M27Clon M05

 

Tabla 8: Propiedades proliferativas de los diferentes clones seleccionados en las 

condiciones de cultivo DMEM y EGM-2.  Cada clon tiene la inicial del medio en el que se 

ha cultivado, “D”, DMEM; “E”, EGM-2. La fila “Tiempo” indica los días de cultivo 

necesarios para llegar al número máximo de células para cada condición. PD, capacidad 

de duplicación poblacional máxima alcanzada. El Tiempo de Duplicación esta expresado 

en días.  

 Se extrajo el RNA total de estas 3 parejas de clones, en DMEM y EGM-2,  

cuando alcanzaron un número aproximado de unas 30.000 células (~15PD) 

para cada medio. Este RNA se empleó para realizar RT-PCR para los 12 genes 

inducidos característicos del fenotipo FP-MSC. El cambio de expresión para 

cada clon crecido en EGM-2 con respecto a su “hermano” crecido en DMEM se 

resume en la Tabla 9. En la mayoría de los casos, se observa una cambio de 

expresión (FC) superior al 1,5 veces para los diferentes genes, 

independientemente de sus propiedades proliferativas en los diferentes medios. 

Si aplicamos un T-test comparando el FC de los 3 clones con respecto a los FC 

de los 4 pacientes, resulta, para todos los genes, una p>0.05, indicando que los 

FC no se pueden considerar estadísticamente distintos, es decir a nivel 

transcripcional estos clones no son diferentes de las poblaciones de origen. En 

otras palabras, tanto si comparamos colonias hermanas con características de 

expresión diferentes, crecidas en DMEM o EGM-2, cuyo fondo genético es 

idéntico y la principal variable es el medio de cultivo; como si comparamos 

poblaciones heterogéneas derivadas de 4 pacientes diferentes, obtenemos un 

patrón similar en los cambios de expresión de esta lista de genes concreta. 

Teniendo en cuenta que se partió de colonias únicas con características 
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Pormedio FC clones         

proliferativas específicas en cada medio de cultivo y fenotipo MSC, estos 

resultados apoyan la hipótesis de que el medio EGM-2 es el que induce el 

fenotipo FP-MSC observado. 

Genes Clon M05   Clon M17   Clon M27

ALOX15B 6.165,9 3.029,5 2.176,3 3.790,5 p>0,05

CCL20 1.604,4 15,7 5,9 542,0 p>0,05

CNR1 0,3 19,0 0,1 6,5 p>0,05

FKBP5 4,2 130,0 18,6 51,0 p>0,05

HGF 70,6 10,7 1,6 27,6 p>0,05

PTGER2 2,7 24,8 9,8 12,4 p>0,05

ZBTB16 1.804,8 2.040,0 408,5 1.417,8 p>0,05
AREG/ 
AREGB 464,1 173,0 301,7 313,0 p>0,05

CPM 25,6 15,1 27,2 22,6 p>0,05

EFNB2 69,9 1.748,5 180,5 666,3 p>0,05

HSD11B1 1.312,5 457,9 357,4 709,3 p>0,05

MAOA 76,6 2,9 4,4 28,0 p>0,05

(T-test pacientes vs clones) 

 

Tabla 9: Valores de RT-PCR indicativos de los cambios de expresión para cada uno de 

los clones. Valores de FC del clon crecido en EGM-2 con respecto a DMEM para cada 

clon y gen. El grupo de los clones fue comparado con el grupo de los pacientes (Tabla 3) 

mediante una prueba-T para grupos de diferente varianza. Para todos los genes p>0.05, 

no habiendo indicios para considerar ambos grupos estadísticamente diferentes. 

7.  Reversibilidad del fenotipo FP-MSC 

Los resultados anteriores, demuestran que la inducción al fenotipo FP-MSC es 

un suceso consistente, tanto a nivel de población como a nivel celular.  

Para determinar si dicho fenotipo es una propiedad reversible y exclusiva del 

medio de cultivo, llevamos a cabo un intercambio en las condiciones de cultivo 

tanto en la población heterogénea como en uno de los clones. Estudiamos el 

efecto de dicho intercambio en las células procedentes del paciente L020609 y 

del clon M27.  

Los pasos que llevamos a cabo, se representa en la Figura 29. Las hAMSC y 

FP-MSC del paciente L020609, crecidas en sus correspondientes medio, 
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fueron divididas en dos: una parte se mantuvo en su medio de partida, y la otra 

parte se pasó al medio contrario, por ejemplo, para el caso de las FP-MSC, una 

parte se mantuvo en EGM-2 y la otra parte se pasó a DMEM. Se extrajo ARN 

total de las células, en la primera y segunda semana después del cambio de 

las condiciones de cultivo, y se analizaron por RT-PCR los doce genes sobre-

expresados, característicos de las FP-MSC (Tabla 10). El cambio de las 

hAMSC al medio EGM-2 reproduce el proceso de cambio al fenotipo FP-MSC 

previamente observado, y así, los doce genes estudiados se pasan a sobre-

expresar con respecto a las hAMSC mantenidas en su medio original (DMEM), 

como venimos viendo en los experimentos anteriores. Sin embargo, cuando las 

FP-MSC se cultivan en medio DMEM,  la expresión de estos doce genes cae 

drásticamente. Se pierde el fenotipo de célula de gran capacidad proliferativa, y 

los niveles de expresión de los genes estudiados se parecen más a los de las 

hAMSC crecidas en DMEM que aquellas crecidas en EGM-2.  

Podemos afirmar que el fenotipo FP-MSC está íntimamente ligado al medio 

EGM-2. Dicha propiedad es reversible, es decir, si estas células vuelven a ser 

cultivadas en el medio estándar de las células mesenquimales (DMEM), las 

células tornan a la apariencia y velocidad de crecimiento característicos de las 

hAMSC, y por otro lado, los niveles de expresión para los doces genes 

estudiados bajan, siendo más similares a las hAMSC que a las FP-MSC.  

 

Figura 29: Esquema del proceso de intercambio de las condiciones de cultivo en la 

población celular del paciente L020609. 
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Tabla 10: Resultados del análisis por RT-PCR para evaluar el efecto del intercambio de 

medio en las células de la paciente L020609. En esta tabla se representa el FC tras 1 o 2 

semanas de cultivo en el medio contrario, respecto al medio original. Columna “Control”, 

es el FC de las células empleadas en este experimento sin cambiar sus condiciones de 

cultivo (FP-MSC versus hAMSC). Las columnas “hAMSC cambiadas a EGM-2” 

representan el cambio de expresión, respecto a las mantenidas en DMEM, después de 

una y dos semanas de cultivo con el cambio de medio a EGM-2.  Las columnas “FP-MSC 

cambiadas a DMEM” representan el cambio de expresión, respecto a las mantenidas en 

EGM-2, después de una y dos semanas de cultivo con el cambio de medio a DMEM. En 

rojo, se representan la inversa de los valores cuyo FC ha sido inferior a 1. 

A nivel celular, se realizó el mismo procedimiento que en el caso anterior para 

el clon M27, con gran capacidad proliferativa tanto en DMEM como en EGM-2. 

El clon M27 crecido en EGM-2 o DMEM (M27-E o M27-D, respectivamente), 

fue dividido en 2, una parte se mantuvo en el medio de partida, y la otra parte 

se cambió al medio contrario, según se muestra en la Figura 30. El ARN total 

extraído tras la primera y segunda semana de cultivo después del cambio, se 

analizó por RT-PCR para la lista de genes estudiados.  

Después de la etapa de “intercambio de las condiciones de cultivo”, el clon 

M27-D, cambiado a medio EGM-2, pasa a sobre-expresar los genes que 

caracterizan el fenotipo FP-MSC excepto por dos genes (CCL20 y HGF) un 

patrón característico para este clon. Dentro del patrón general de expresión, los 

niveles de expresión de cada uno de los genes sufren cambios con el tiempo, 

como se puede observar en la Tabla 11. 

1 semana 2 semanas 1 semana 2 semanas

ALOX15B 110,62 273,32 480,37
AREG 11,24 15,35 9,7

Fold Change (FC) Respecto su Medio Orginal
Control        

(sin intercambio 
de medios)

 hAMSC cambiadas a EGM-2 FP-MSC cambiadas a DMEM

-17,10 -19,32
-16,21 -5,91

-5,5

7
CCL20 1,79 51,10 40,18 2,00 1,25
CNR1 17,76 6,88 3,36 9 -5,41

-1,60 -1,64
-2,06 -2,01

CPM 7,90 7,80 10,26
EFNB2 4,02 4,36 2,32
FKBP5 5,35 4,20 4,46 -14,72 -12,15

-2,71 -3,11

-2,2

HGF 3,10 1,28 2,23
HSD11B1 16,11 26,43 81,51 1,05 1,27
MAOA 12,11 1,97 4,72 3 -2,82

-5,08 -3,09PTGER2 14,20 5,93 15,70
ZB -5,65 -5,91TB16 66,37 2593,13 881,02
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En el caso del M27-E cambiado a DMEM, las células van reduciendo su 

velocidad proliferativa y los niveles de expresión de los diferentes genes 

“característicos” van disminuyendo en función al tiempo expuesto a DMEM.  

Los FC son inferiores a los del control, y aunque no se llega a los niveles 

basales, se muestra una clara tendencia a la disminución de la expresión de 

dichos genes. Parecería que el hecho de haber seleccionado el clon con mayor 

potencial proliferativo, para ese experimento en particular, haya resultado en 

cierta inercia y que el cambio de expresión en estos genes requiera mayor 

tiempo en DMEM.   

Podemos concluir que el cambio de medio a DMEM revierte el fenotipo FP-

MSC a hAMSC, tanto a nivel de velocidad de crecimiento celular como a nivel 

de expresión de los diferentes genes seleccionados, y que este fenómeno se 

observa tanto en la población heterogénea y como a nivel celular. 

 

Figura 30: Esquema del proceso de intercambio de las condiciones de cultivo para el clon 

M27. 
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1 semana 2 semanas 1 semana 2 semanas

ALOX15B 837,43 2251,25 757,82 239,24 63,80
AREG 10,03 83,25 7,42 4,84 6,31
CCL20 54,05 69,43 158,21 13,12 21,00
CNR1 0,88 1,31 0,31 1,00 0,74
CPM 138,88 204,95 45,78 6,31 4,27
EFNB2 167,09 103,56 12,11 20,71 7,15
FKBP5 26,01 48,59 17,03 10,83 12,57
HGF 0,93 1,67 0,01 6,21 1,04
HSD11B1 40,92 61,06 11,09 10,62 5,30
MAOA 28,80 17,60 24,12 4,60 0,51
PTGER2 8,39 10,45 5,39 7,87 7,20
ZBTB16 4057,64 7984,37 4593,82 452,42 61,86

Control        
(sin intercambio 

de medios)

M27-D cambiado a EGM-2 M27-E cambiado a

Fold Change (FC) Respecto su Medio Orginal

 DMEM

Tabla 11: Resultados del análisis por RT-PCR para evaluar el efecto del intercambio de 

medio en las células del clon M27. Columna “Control”, es el FC de las células empleadas 

en este experimento sin cambiar sus condiciones de cultivo (M27-E versus M27-D). Las 

columnas “M27-D cambiadas a EGM-2” representan el cambio de expresión, respecto a 

las mantenidas en DMEM, después de una y dos semanas de cultivo con el cambio de 

medio a EGM-2.  Las columnas “M27-E cambiadas a DMEM” representan el cambio de 

expresión, respecto a las mantenidas en EGM-2, después de una y dos semanas de 

cultivo con el cambio de medio a DMEM. 

8.  Capacidad de formar estructuras tipo vascular in vitro

La capacidad de las hAMSC para diferenciarse a linaje endotelial está bien 

documentada55,146.  

El MatrigelTM, un material derivado de la matriz extracelular de sarcoma de 

ratón Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) que proporciona una variedad de factores 

capaces de inducir diferenciación celular, se emplea para evaluar la capacidad 

de diferenciación al linaje endotelial. Una vez las células son implantadas sobre 

esta matriz, comienzan una serie de cambios y reorganizaciones que culminan 

en la formación de estructuras tipo vascular que se pueden cuantificar de 

diversas maneras. En esta tesis se valoró la capacidad de formar estructuras 

tipo vascular, mediante la contabilización de círculos completamente cerrados 

(Círculos/mm2) en Matrigel, Los datos representados en la gráfica de la Figura 

31 muestran el promedio del número de círculos formados por las hAMSC y las 

FP-MSC de todos los pacientes (n=6 pocillos por paciente y hora). Los análisis 
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de la formación tubulogénica muestran que las FP-MSC sembradas en 

Matrigel, no solo producen mayor cantidad de estructuras tipo capilar (*p<0,01 

y **p<0,001), sino que además, están mejor organizadas y duran más en el 

tiempo que las hAMSC.   

 

 

Figura 31: Panel superior, imágenes representativas de las estructuras tubulares 

generadas por hAMSC y FP-MSC en Matrigel a diferentes tiempos.  Abajo, histograma 

representando los datos de capacidad de formación de estructuras de tipo vascular 

(círculos/mm2) en MatrigelTM in Vitro (prueba-t  comparando los valores de FP-MSC con 

los de hAMSC para cada tiempo * p<0.01; **p<0.001).  
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II. APLICACIÓN DE LAS FP-MSC PARA TERAPIA 

CELULAR 

Tal como describimos anteriormente, las FP-MSC son una fuente segura para 

obtener grandes cantidades de células. Si las comparamos con las hAMSC de 

las cuales provienen, se pueden conseguir la misma cantidad de células en un 

periodo 4.4 veces más corto, es decir, si queremos producir 1010 células, 

necesitaremos dos meses y medio de cultivo de hAMSC y poco más de una 

quincena con las FP-MSC. El tiempo que se gana, en este caso prácticamente 

dos meses, puede ser crítico para el paciente y ello confiere una gran ventaja a 

las FP-MSC en tratamientos con células autólogas. La modificación de la 

función biológica de migración, y la inducción de genes relacionados con 

procesos de reparación y anti-inflamatorios registrada en los arrays, junto a una 

mayor capacidad angiogénica in vitro, podría influir favorablemente en el 

transcurso del procedimiento terapéutico. 

Con el fin de valorar el potencial de aplicación terapéutica de las FP-MSC las 

comparamos con las hAMSC originales, en varios modelos bien establecidos 

de terapia celular, el tratamiento contra el cáncer y la terapia regenerativa, 

concretamente regeneración cardiaca. 

1.  Tratamiento contra el cáncer 

Existen diversas formas de terapia celular y/o génica contra el desarrollo del 

cáncer.  

En nuestro caso, comparamos la eficiencia de estos dos tipos celulares como 

vehiculo de diferentes genes suicidas en el tratamiento de un tumor. Se 

emplearon dos modelos de tumor bien establecidos en ratones SCID: (1) 

implantación de U87 (línea celular de glioma humano) en el cerebro del ratón, y 

(2), inoculación de PC3 (línea celular de cáncer de próstata humano) en los 

muslos del ratón. En ambos modelos estudiamos el efecto de diferentes genes 
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citotóxicos, en la población de células tumorales, mediante seguimiento de 

imágenes no invasivas de bioluminiscencia. 

La eficiencia del tratamiento va a depender de conceptos tan complejos como 

son la interacción de la célula terapéutica con la célula tumoral, por ello la 

elección de un tipo celular adecuado va a determinar si el tratamiento puede 

ser efectivo o no. 

1.1 Modelo de glioma en ratones SCID tratado con Timidin-Kinasa (TK) 

La estrategia terapéutica consiste en utilizar células como vehículos 

genéticamente modificados para expresar enzimas que convierten pro-fármaco 

no tóxico, en sustancias tóxicas que, no solamente matan a las células 

terapéuticas sino también a las vecinas. Esta estrategia tiene la ventaja de 

producir concentraciones de agentes citotóxicos relativamente elevadas solo en 

la proximidad de las células tumorales por lo cual no tiene efectos sistémicos. 

La estrategia de nuestros experimentos consistió en marcar tanto los tumores 

como las células terapéuticas con genes de luciferasas y proteínas 

fluorescentes. Esto nos permite monitorizar y cuantificar el comportamiento 

celular en animales vivos mediante imágenes de biluminiscencia (BLI).   

Para conocer la eficiencia de las FP-MSC en el tratamiento de gliomas, se 

usaron diferentes genes trazadores de luciferasas, que nos permitieron 

monitorizar in vivo los cambios en la dinámica de ambas poblaciones: las 

células terapéuticas y las células tumorales. Las células tumorales U87 se 

trasfectaron con la construcción Pluc-ires-EGFP y las células terapéuticas (FP-

MSC y hAMSC) se trasfectaron con el vector CMV:hRLluc:RFP:tk; que codifica 

para una proteína quimérica triple portadora de: Renila luciferasa (Rluc), RGF, 

y una versión truncada de la timidin- kinasa del virus herpes simplex, todo ello 

regulado bajo el promotor constitutivo CMV. La TK es capaz de fosforilar la pre-

fármaco ganciclovir (GCV) y convertirla en su forma activa (di y trifosfato) que 

tienen un efecto tóxico en la célula, conduciéndola a la muerte. 

En estos experimentos se inocularon conjuntamente U87 y FP-MSC o hAMSC 

en una proporción 1:4 por duplicado, un grupo recibiría la pre-fármaco y el otro 
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PBS, como grupo control se implantaron U87 solas, cada grupo consta de una 

n=7. Después del 5º día de la implantación, se administró diariamente, durante 

toda la extensión del experimento, GCV a 100mg/Kg de ratón.  

En la Figura 32, se representa la dinámica de la población de las U87 en los 

diferentes grupos estudiados, mediante el seguimiento in vivo por BLI. De todas 

las condiciones ensayadas, sólo el grupo hAMSC + GCV presenta un efecto 

negativo sobre el crecimiento de las U87; se observa una reducción del tamaño 

del tumor del 93%, en comparación con el grupo control U87 solas. El grupo 

FP-MSC + GCV  no mostró efectos citotóxicos visibles. Contrariamente a lo que 

cabía esperar, el tumor aumento 32.4 veces con respecto a las U87 solas. Los 

controles hAMSC+PBS y FP-MSC+PBS, también promocionaron el crecimiento 

del tumor, 23.7 y 15.8 veces respectivamente.  

Estos datos cuestionan la eficiencia de las FP-MSC como portadoras del efecto 

citotóxico mediado por el gen TK en un tratamiento anti-tumoral. Una de las 

explicaciones que se barajan, es si estas células establecen o no algún tipo de 

unión con las células tumorales; según los datos publicados182,183 la TK 

requiere de uniones tipo gap para tener un efecto citotóxico en las células 

vecinas. Puede ser que las FP-MSC, a diferencia de las hAMSC, no 

establezcan este tipo de uniones y por ello no interfieran negativamente con el 

crecimiento de las U87. 



������
���	 �
 

124 
 

Seguimiento in vivo de las U87

1000

10000

100000

1000000

10000000

100000000

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (dias)

R
LU

 to
ta

le
s/

m
in

FP-MSCs + GCV FP-MSCs + PBS hAMSCs + GCV hAMSCs + PBS U87 solas + PBS

 

Figura 32: Seguimiento in vivo de los tumores U87 en un modelo de glioma en ratón. 

Panel superior, la gráfica muestra la cantidad de luz generada por las células tumorales 

en función del tratamiento, a los tiempos indicados.  El tratamiento con GCV se inició el 

día 5, n=7. Panel inferior, imágenes representativas mostrando la emisión de luz por los 

tumores tras 28 días de tratamiento. 

1.2 Modelo de tumor de próstata PC3 ectópico en ratón SICD tratados con 

CDUPRT.

El experimento anterior sugirió que la falta de eficacia de las FP-MSC en el 

tratamiento del glioma U87  podría ser debida a la necesidad de establecer 

interacciones entre las células terapéuticas y tumorales. Por ello, decidimos 

probar un tipo de gen suicida que no requiriese la intervención de contactos 

inter-celulares. Elegimos la fusión génica citosina desaminasa con uracilo 

fosforibosiltransferasa (CDUPRT), esta construcción es capaz de convertir la 

pro-droga 5-fluorocitosina (5-FC) en 5-fluoro-uridina monofosfato (5-FUMP), un 
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componente tóxico capaz de matar a la célula que lo porta y por efecto 

colateral a la célula vecina,  sin necesidad de estar en contacto con ella. 

Para este estudio, nos centramos en el estudio del efecto terapéutico 

únicamente de las FP-MSC y además, cambiamos a un modelo de tumor de 

próstata PC3 ectópicamente implantado en muslo de ratón SCID, que además 

de ser más accesible nos daba la oportunidad de tener en el muslo 

contralateral del mismo animal el tumor control no tratado  

Se transfectaron  las células FP-MSC con el vector CDUPRT-puro y 

posteriormente fueron seleccionadas gracias al gen de resistencia a puromicina 

que llevaba incorporado el vector, permitiéndonos tener una población 100% 

transfectada con el gen de la CDUPRT. Una vez seleccionadas, se realizó una 

segunda transfección con el vector CMV:hRLuc:RFP:tk para incorporarles el 

reporter Renila luciferasa (RLuc) para su seguimiento. Las células tumorales 

fueron transfectadas con CMV-Pluc-ireEsps-EGFP 

La 5-FC a determinadas concentraciones resulta ser tóxica para algunas 

células. Comenzamos por determinar la concentración de profármaco a la que 

se debería trabajar. Para ello, se analizó el porcentaje de viabilidad de las 

diferentes células a concentraciones crecientes de 5-FC. Sembramos para 

cada tipo celular (PC3, FP-MSC y FP-MSC portadoras del gen CDUPRT) y 

concentración, 4 pocillos con 3000 células en placas de 96 pocillos, y se 

incubaron durante 5 días. Para determinar el número de células viable 

empleamos un ensayo colorimétrico comercial basado en una reacción de 

reducción de uno de sus componentes llevado a cabo por las células vivas, y 

cuyo producto coloreado se puede detectar en un espectrofotómetro de placas. 

Tal como se observa en la Figura 33 las células PC3 no sobreviven a partir de 

la concentración 250 μg/ml 5-FC, sin embargo, las FP-MSC que no llevan el 

gen suicida, se mantienen viables independientemente de la concentración. En 

el caso de las FP-MSC portadoras de la CDUPRT, se observa una caída 

progresiva en el número de células vivas proporcional a la cantidad de 5-FC, a 

partir de los 300 μg/ml el porcentaje de células que sobreviven se mantiene 

relativamente constante. Basándonos en estos resultados, tomamos como 



������
���	 �
 

126 
 

concentración de trabajo: 100 μg/ml, concentración a la cual se observa una 

caída importante en la viabilidad  de las células portadoras de la CDUPRT, al 

35%, y las tumorales pueden sobrevivir al efecto tóxico propio de la pre-

fármaco (sobreviven un 65% aproximadamente).   
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Figura 33: Ensayo de viabilidad celular. Efecto de la concentración del pre-fármaco 5-FC 

en la supervivencia de los distintos tipos celulares.   

El siguiente paso fue confirmar, in vitro, si las FP-MSC que expresan el gen 

suicida CDUPRT  eran capaces de afectar a las células adyacentes en cultivo, 

en este caso las PC3. En este experimento, determinamos la viabilidad celular 

por BLI. Como hemos mencionado anteriormente, cada tipo celular lleva una 

luciferasa diferente que además utiliza un sustrato no intercambiable. Este 

sistema nos permite conocer que ocurre con cada tipo celular dentro de un 

mismo pocillo de cultivo. Se sembraron en placas de 48 pocillos, 10.000 células 

por pocillo (10.000 PC3 o FP-MSC; 5.000 PC3 + 5.000 FP-MSC) con o sin  5-

FC (100 μg/ml). Se determinó la luz emitida en cada pocillo por cada tipo 

celular el día 1 y 6.  

En la Figura 34, se representan en base a los datos de bioluminiscencia  el 

porcentaje de células que sobreviven en comparación con los controles no 

tratados. Cada valor proviene de la relación: “luz emitida por célula crecidas 

con 5-FC*100” / “luz emitida por células crecidas sin 5-FC”. Se puede observar 

que el grupo control de las PC3 se ve afectado por la presencia de la pre-
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fármaco, con una caída al 61% en su supervivencia celular; confirmándose los 

valores obtenidos previamente por el test de viabilidad. Del mismo modo 

confirmamos que 6 días de tratamiento con 5-FC, reduce la supervivencia de 

las FP-MSC portadoras del gen de la CDUPRT, al 32%. El efecto citotóxico 

colateral lo podemos comprobar en el grupo denominado “PC3+FP-MSC”, en 

estos pocillos, se analiza conjuntamente la luz de las dos células, PC3 y FP-

MSC. En la categoría con nombre “PC3+FP-MSC” se analiza la luz emitida por 

las PC3 (Pluc), y en la categoría “FP-MSC+PC3” la luz emitida por las FP-MSC 

(Rluc) . Mientras que la caída de las FP-MSC en presencia de las PC3, es muy 

similar a la de las FP-MSC solas, hemos conseguido disminuir el % de 

supervivencia de las PC3 al 24%, con lo cual podemos interpretar que la 

diferencia entre el 61% (PC3 solas) y el 24% (PC3+FP-MSC) se debe al efecto 

citotóxico de las FP-MSC portadoras del gen de la CDUPRT.  

 

Figura 34: Efecto citotóxico colateral del CDUPRT mediado por las FP-MSC in vitro. 

Análisis obtenido en base a los datos de bioluminiscencias, específico para cada tipo 

celular. Cada barra representa el porcentaje de células que sobreviven en comparación 

con los controles no tratados. Las dos categorías de la izquierda: “PC3” Y “PC3+FP-MSC” 

se han obtenido mediante la cuantificación de PLuc de las PC3; Las dos categorías de la 

derecha “FP-MSC” Y “FP-MSC+PC3” mediante la cuantificación de la RLuc de las FP-

MSC. 

Para los estudios in vivo, se implantó intramuscularmente, una mezcla de PC3 

y FP-MSC en una proporción 1:4, en uno de los muslos de ratones  SCID, 
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mientras que en el muslo  contralateral se implantó solo PC3, como  controles 

internos. Los animales implantados se dividieron en dos grupos (n=6) según 

recibieron la pre-fármaco 5-FC o PBS. En la Figura 30, se recogen los valores 

de proliferación de las células PC3 a partir de los datos de BLI. Se observan  

claramente dos tendencias de crecimiento separadas por 3 órdenes de 

magnitud: el crecimiento de las PC3 solas y el de las PC3 con las FP-MSC. Las 

PC3 inoculadas en conjunto con las FP-MSC presentan una caída post-

inoculación amortiguada y un crecimiento celular exponencial. Parece ser, que 

las FP-MSC tienen un efecto protector y/o estimulador en las PC3, superior al 

propio efecto citotóxico. Aunque en la gráfica los puntos de las PC3+FP-MSC, 

con y sin 5-FC, parezcan iguales, los datos muestran que el tratamiento con 5-

FC reduce a la mitad el aumento de las PC3; sin embargo, en comparación con 

las PC3 solas, crecen del orden de 1000 veces más.  
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Figura 35: Efecto citotóxico de la CDUPRT in vivo. La gráfica, muestra la producción de 

luz por los tumores PC-3.PLuc resultante del tratamiento con las células terapéuticas 

indicadas y el pro-fármaco 5-FC. 

Las FP-MSC han hecho que las células tumorales PC3  se desarrollen con 

gran agresividad, superando incluso cualquier efecto citotóxico que pretendiese 
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frenarlas. Posiblemente, sus propiedades paracrinas, inmunomoduladoras y/o 

angiogénicas han contribuido con este desmesurado desarrollo.  

Los dos previos resultados sugieren que las células FP-MSC son de poca 

utilidad en el tratamiento de este tipo de tumores.  

2.  Regeneración tisular: Modelo de isquemia cardiaca 

Uno de los modelos mejor estudiados de regeneración celular, es el de 

isquemia cardiaca murina. Este modelo se basa en la inducción de un infarto 

agudo de miocardio (IAM) mediante la ligadura de la arteria coronaria 

descendiente anterior izquierda. Diferentes trabajos sugieren que la aplicación 

de hAMSC en IAM, mejora la estructura y función cardiaca y aumenta la 

revascularización de la zona infartada, ya sea por propia diferenciación de las 

células implantadas o por efectos de la secreción de determinadas citoquinas. 

En el último capítulo de este trabajo, comparamos la aplicabilidad de las FP-

MSC con las hAMSC en un modelo de isquemia cardiaca en ratón, utilizando 

parches de fibrina como soporte de las células. 

2.1 Estrategia de trabajo 

Con el objetivo de conocer  mejor  el comportamiento de las células 

implantadas en el miocardio, empleamos una plataforma de seguimiento in vivo 

por imágenes BLI.  

Usaremos diferentes genes trazadores de luciferasas, que nos permitirán 

monitorizar in vivo cambios a nivel de expresión génica. Para ello, las hAMSC y 

FP-MSC fueron doblemente transducidas, primero: con el vector de expresión 

constitutiva CMV:hRLluc:RFP, cuya expresión constitutiva se utilizará como 

sistema de referencia, y a continuación, con un vector hPECAM-1p:Pluc:EGFP 

o hcTnPlp:Pluc.EGFP, para la expresión inducible de una segunda luciferasa  

(que servirá como reporter de diferenciación al linaje endotelial o 

cardiomiocítico, respectivamente, tal como se representa en el esquema de la 

Figura 31). Las células así marcadas se sembraron en una matriz de fibrina y a 

continuación fueron implantadas en la zona infartada del ventrículo. 
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La combinación de estos dos tipos de vectores nos permitirá monitorizar 

importantes parámetros en la regeneración cardiaca, como son: la viabilidad 

celular, determinado por la luz regulada por el promotor constitutivo  y la 

capacidad de diferenciación a linaje cardiaco y endotelial, obtenido a partir de 

la relación entre la emisión de luz regulada por el promotor constitutivo y la luz 

emitida y regulada por el promotor específico   

 

Figura 36: Esquema de las construcciones lentivíricas utilizadas y estrategia de 

transducción en hAMSC y FP-MSC. 

2.2 Estudio in vivo por bioluminiscencia 

Las células implantadas en la zona infartada del ratón fueron monitorizadas 

durante un periodo de 3 semanas, se tomaron imágenes semanalmente de la 

cantidad de luz generada por los dos tipos de luciferasa. 

La cuantificación de fotones emitidos por las diferentes luciferasas en los dos 

tipos celulares muestran un incremento con el tiempo en la relación Pluc/Rluc: 

tanto cuando el promotor inducible es hPECAM-1p como cuando es 

hcTnPIp.Estos resultados sugieren que ha habido un cambio en la expresión 

de genes relacionados con la diferenciación a linaje cardiaco y endotelial, 

respectivamente. Durante la primera semana, el cociente Pluc/Rluc fue más 

alto en las hAMSC, comparado con las FP-MSC. Sin embargo, en la segunda 
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semana el mismo cociente en las FP-MSC aumenta hasta superar los valores 

de las hAMSC, aunque estas diferencias no son estadísticamente significativas. 

Cuando comparamos la expresión especifica de ambos genes en la semana 2, 

observamos una expresión de TroponinaI más alta que la de PECAM1, en los 

dos tipos celulares, estas diferencias fueron significativas con respecto a las 

semana 0 (* p<0.05, † p<0.1) (Figura 37). 
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Figura 37: Monitorización de cambio de expresión génica mediante BLI in vivo. Panel 

superior histograma mostrando los resultados del cociente Pluc/Rluc medio en el tiempo, 

que muestra el incremento en la expresión de PECAM-1 y TroponinaI con respecto a la 

semana 0. Panel inferior, imágenes representativas mostrando a tiempo 0 y 2 semanas la 

expresión de luciferasa regulada por promotores constitutivos (columnas Rluc) y la 

regulada por el promotor específico hPECAM-p (columna Rluc de la izquierda),o hcTnPIp 

(columna Rluc de la derecha). 
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2.3 Identificación de las células trasplantadas 

Después de 3 semanas de la implantación de las células, los ratones fueron 

sacrificados. Los corazones extirpados fueron analizados ex vivo mediante un 

sistema de imagen de bioluminiscencia y fluorescencia. La Figura 38 muestra 

la presencia del parche en la zona infartada (extrema izquierdo). Las imágenes 

de bioluminiscencia y epifluorescencia ratifican la presencia de las células 

implantadas después del periodo de estudio; incluso, se puede detectar la 

señal GFP indicativa de la expresión específica de los genes hPECAM-1p o 

TroponinaI.  

 

Figura 38: Imágenes de un corazón entero después de las 3 semanas de observación por 

BLI. Izquierda, las puntas de las fechas señalan el parche de fibrina sobre la zona 

infartada, la zona más pálida. Imágenes de bioluminiscencia y fluorescencia están 

sobrepuestas a imágenes en blanco y negro del mismo corazón. Barra de escala, 1mm. 

También se llevó a cabo análisis histológico de los corazones. Los resultados 

del análisis por microscopia confocal confirmaron, en todos los casos, la 

presencia de células rojas fluorescentes dentro del parche de fibrina, 

correspondiéndose con las hAMSC y FP-MSC que constitutivamente expresan 

RFP regulado por el promotor del CMV.  

La detección de señal GFP (hPECAM-1p:PLuc:eGFP y hcTnIp:PLuc:eGFP) en 

las células implantadas, indica la actividad de los promotores PECAM1 y 

TroponinaI, corroborándose los resultados obtenidos por BLI. Para demostrar la 

presencia de las proteínas PECAM1 y TroponinaI, se realizaron tinciones 

inmunohistoquímicas anti-PECAM-1 y anti-TroponinaI, respectivamente. Los 

resultados corroboran que ambos tipos celulares se diferenciaron a linaje 
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endotelial y cardiaco. La expresión de la proteína co-localizaba con la señal 

GFP (Figura 39). 
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Figura 39: Validación mediante análisis histológico de los resultados de BLI. Las 

imágenes de microscopía confocal fluorescente muestran los trazadores RFP (células 

implantadas) o eGFP células diferenciadas, al linaje cardiomiocítico, (promotor de 

troponina) (A) o al linaje endotelial (promotor de PECAM1) (B). En cada caso, las cuatro 

imagenes superiores corresponden a células FP-MSC, y las cuatro imagenes inferiores 

corresponden a células hAMSC. La tinción con anticuerpo anti-Troponina  o anti-Pecam, 

se muestra en blanco (imagen inferior izquierda de cada grupo). La superposición de las 

imágenes anteriores más la tinción Hoescht se indica como “Hoescht+Overlay” (imagen 

inferior derecha de cada grupo).  

2.4 Función cardiaca 

Una vez comprobada la capacidad para diferenciarse de ambos tipos celulares, 

estudiamos la contribución de estas células a la mejora de la función cardiaca 

mediante análisis de la densidad vascular, análisis morfométrico y 

ecocardiografía 

� Análisis de la densidad vascular 

Para estudiar el efecto del implante en la densidad vascular, se generaron 

secciones de miocardio de la zona del implante y se determinó la proporción 

del área vascular mediante tinción con lectina GSLIB4, específica para las 

células endoteliales. Se tomaron imágenes tanto de la región del margen del 

infarto como de la zona más distal, no se observaron diferencias significativas 

entre estas dos zonas,  no considerándose como una variable. 

Los resultados obtenidos muestran un aumento significativo de la fracción del 

área vascular en aquellos corazones que han sido tratados. Los ratones  

tratados con los implantes con células, presentan valores significativamente 

superiores a los del grupo control MI+Fibrina. Sin células, tanto para las 

hAMSC como para las FP-MSC, 137.70±28.21% y 159.05±39.48%, 

respectivamente (p<0.05), aunque la diferencia entre los dos tipos de células 

no son significativas. El grupo control MI+Fibrina presenta también un aumento 

en la densidad vascular con respecto al grupo control MI sin fibrina 

(76.44±21.58% y 40.11 ±8.61%, respectivamente), lo cual sugiere que la propia 

fibrina tiene un efecto positivo en la formación de vasos (p<0.05) (Figura 40).  
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Figura 40: Efecto vasculogénico del procedimiento terapéutico. El histograma muestra el 

porcentaje de área vascular en los grupos control y tratados (*p<0.05; †<0.005 respecto al 

grupo MI sin fibrina). Los valores se representan como media ± SD. 

� Análisis morfométrico 

La tinción tricrómica de Masson nos permite diferenciar entre cardiocitos sanos 

y la matriz de colágeno, resultado de la cicatriz del infarto. Mediante esta 

tinción podremos analizar morfométricamente los corazones, nos permitirá 

calcular el tamaño de la cicatriz del infarto después de 3 semanas del 

trasplante, y por consiguiente evaluar el estado de reparación del miocardio. El 

área infartada se calcula como el promedio de las superficies ricas en colágeno 

respecto al promedio de la superficie total del ventrículo izquierdo.  

El análisis morfométrico muestra que los corazones que recibieron el trasplante 

celular, tienen una cicatriz superior al de los dos grupos controles, aunque 

estos valores no son estadísticamente significativos, en ninguno de los grupos: 

MI+Fibrina, MI+hAMSC y MI+FP-MSC, respecto al grupo control MI (Figura 41). 
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Figura 41: Evaluación del tamaño de cicatriz. El histograma muestra el porcentaje de área 

de cicatriz con respecto al área total del ventrículo izquierdo. Los valores se representan 

como media ± SD. 

Este tipo de análisis tiene ciertas limitaciones, ya que el tamaño de la cicatriz 

va a depender mucho del tamaño del infarto provocado, del cual no tenemos 

valor de referencia. Por ello, se valora mucho más análisis que se pueden 

realizar a lo largo del desarrollo del experimento, sin la necesidad de sacrificar 

a los animales, como es el caso de las ecocardiografías. 

� Ecocardiografías 

La función cardiaca se evaluó a partir de la fracción de eyección (FE) calculada 

a partir de ecocardiografías. Imágenes ecocardiográficas transtorácicas en el 

modo M fueron tomadas en diferentes tiempos: pre-infarto (datos basales), 

post-infarto (2 días después de provocarles el infarto) y pre-sacrificio (después 

de 3 semanas del infarto). La FE calcula la disminución del volumen del 

ventrículo izquierdo del corazón en sístole (contracción), respecto a la diástole 

(reposo). De modo que, una FE del 50% significa que el corazón al contraerse 

reduce el volumen de su ventrículo izquierdo a la mitad, respecto a su posición 

relajada. A mayor FE, más volumen de sangre es expulsado a través de la 

aorta durante el periodo de contracción. 
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En la gráfica de la Figura 42, se representan los cambios sufridos en la FE 

después de la inducción del infarto y antes de sacrificarlos. El decremento de 

FE post-infarto, se determinó a partir de la diferencia entre los datos basales 

(pre-infarto) y los datos post-infarto; del mismo modo, la diferencia entre los 

datos pre-sacrificio y los valores post-infarto nos indican el grado de 

recuperación de FE para cada grupo. El decremento post-infarto varía entre los 

diferentes grupos, lo que refleja la variabilidad en la generación de las 

isquemias. En base a estos datos, podemos detectar que los animales tratados 

con Fibrina y con Fibrina+FP-MSC, presentan los valores más alto de mejora 

respecto al grupo control MI, 18.40 y 17.48% respectivamente. Los ratones 

tratados con Fibrina+hAMSC presentan un valor medio de mejora, ligeramente 

superior al del control MI sin Fibrina (10.31 frente al 8.96%). Como en el caso 

del análisis de vascularización, la fibrina por si sola parece tener un efecto 

positivo detectable, superior al propio efecto de las hAMSC. 
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Figura 42: Análisis ecográfico de la fracción de eyección. Panel superior, histograma 

mostrando los valores de los cambios sufridos en la FE durante el experimento. Barras 

negras: caída de la FE después de la inducción del infarto, barras blancas: recuperación 

de la FE al finalizar el experimento. Los valores se representan como media ± SD. Panel 

inferior, ecocardiografías representativas correspondientes a los diferentes grupos antes 

de sacrificarlos. 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSIÓN

  
 



 

 
 

 

 

 

 

 



����������
 

  145
 

 

La terapia celular con hAMSC es hoy en día una realidad. Las hAMSC son 

consideradas células capaces de promover la regeneración y la reparación de 

los tejidos dañados, por ello, tienen un inmenso potencial en la medicina 

regenerativa y la terapia celular. Sin embargo, para su uso en aplicaciones 

clínicas, particularmente en el tratamiento de grandes lesiones, es necesario 

realizar grandes expansiones in vitro.  

Hemos detectado, que la exposición de las hAMSC al medio EGM-2 las dota 

de un fenotipo altamente proliferativo, lo cual les concede un especial atractivo 

para su uso en terapia celular. Propiedades similares, fueron  descritas por 

primera vez en hAMSC cultivadas en EGM-2 en el 2007, por el  equipo de 

Yoshimura184. En dicho trabajo, características como el tiempo de duplicación, 

la capacidad de diferenciación, o los marcadores de superficie fueron 

comparados entre las células crecidas en DMEM y EGM-2. 

El medio EGM-2 se emplea generalmente en el cultivo de células endoteliales. 

Sin embargo, recientemente, el EGM-2 se ha empezado a utilizar con otros 

fines; se usa tanto para promover la inducción a diferenciación a célula 

endotelial en células madre adulta185 o embrionaria186, como para cultivar 

células no-endoteliales, como por ejemplo células dendríticas187  o progenitoras 

de músculo liso188, 189. Hasta la fecha, pocos trabajos han utilizado este medio 

para cultivar hAMSC. En esta tesis, hemos profundizado en la caracterización 

de dichas células explorando su seguridad y aplicabilidad en diferentes 

modelos de terapia celular. A un nivel más fundamental, nos hemos  planteado 

si el fenotipo específico FP-MSC era reproducible a nivel celular, y si dicho 

fenotipo, intimamente ligado al medio de cultivo, era una propiedad reversible 

para estas células.  

Las cantidades de células que se requieren en terapia celular son muy 

variables, dependiendo del proceso terapéutico en particular y del autor del 

estudio. Sin embargo, se podría utilizar como referencia un valor del orden de 2 

x 106 células por Kg. de peso del paciente; lo que implicaría que para un 

individuo de 75 Kg. se necesitarían 1.5 x 108 células. El hecho que inicialmente 
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nos llamó la atención fue que las hAMSC crecidas en EGM-2, y que ahora 

denominamos FP-MSC, se dividen, aproximadamente  4.4 veces más 

rápidamente que las hAMSC crecidas en DMEM (tiempo de duplicación de 1.5 

días frente a los 5.1 días respectivamente); esto se traduce en que para 

obtener un total de 1010 células, en EGM-2 se requiere poco más de quince 

días, mientras que en DMEM se necesita dos meses y medio de cultivo. Este 

es un factor relevante ya que el tiempo de cultivo in vitro se considera uno de 

los factores determinantes de la aparición de aberraciones genómicas88,89,90. 

De hecho, diferentes ensayos clínicos con mesenquimales cultivadas en 

condiciones estándar, fueron incapaces de obtener 108 células en menos de 4 

semanas190,191,192. Muchos grupos dedican grandes esfuerzos a mejorar la 

productividad celular, ya sea por combinación de diferentes medios de cultivo o 

por adición de distintos agentes o factores de crecimiento49,50,51,52. El medio 

EGM-2, en este aspecto, concede una gran ventaja a las células cultivadas en 

él ya que favorece considerablemente la proliferación celular, a la vez que 

mantiene la capacidad de duplicación poblacional máxima (PD) a un nivel 

similar al de las células cultivadas en DMEM193. Así, nuestros experimentos, 

revelan que la PD máxima tanto para las hAMSC como para las FP-MSC 

derivadas de ellas es muy similar y que los dos tipos celulares  tienen, 

independientemente del medio de cultivo un crecimiento finito; después de un 

período de expansión in vitro, inversamente proporcional a su velocidad de 

replicación, entran en una fase estacionaria de típica de senescencia, que se 

caracteriza por la expresión de ß-Galactosidasa.  

Una propiedad de las células con aplicación terapéutica debe ser su capacidad 

de diferenciación a otros tipos celulares. Por ello fue importante establecer que 

las FP-MSC crecidas en EGM-2, que presentan una clara diferencia 

morfológica y funcional con las hAMSC, mantienen la capacidad de 

diferenciación y siguen siendo multipotentes. Nuestros resultados muestran 

que el crecimiento en EGM-2 no  afecta la capacidad de diferenciación y  tanto 

a pase temprano como a pase tardío, las FP-MSC se pueden diferenciar a 

linajes tales como el osteogénico o el adipogénico. El medio de cultivo también 

puede influir en la expresión de los marcadores de superficie. Por ello, se 

analizaron un conjunto de marcadores característicos de diferentes tipos 
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celulares. La expresión de los marcadores que definen a las MSC (CD105, 

CD73 y CD90, y ausencia de CD34)48 se mantienen en las FP-MSC pero en 

una proporción significativamente menor. También se analizaron otros 

marcadores de mesenquimales genéricos y específicos de tejido adiposo, y se 

encontró que aunque las FP-MSC, son positivas para los mismos marcadores 

que las hAMSC, salvo para el CD106 ausente en hAMSC, la proporción en que 

se expresa la mayoría de ellos es diferente, generalmente inferior. Muchos de 

los marcadores estudiados son también marcadores de células endoteliales, 

dado que el medio EGM-2 es un medio empleado en la diferenciación a células 

endoteliales, es lógico pensar que dichas moléculas de superficie se vean 

modificada por el cambio de medio. Se observó un incremento en el porcentaje 

de CD106 y CD49d y una disminución en CD54 y CD105 en FP-MSC con 

respecto las hAMSC. También se analizaron marcadores propios del linaje 

endotelial tales como son: CD31, VEGFR2 y CD144, de los cuales ninguno fue 

expresado por las FP-MSC. La vascular cell adhesion molecule o CD106, se 

expresa principalmente en células endoteliales, está implicada en la regulación 

de la migración de los leucocitos a través de la pared de los vasos sanguíneos 

y provee puntos de anclaje para el desarrollo de endotelio durante la 

angiogénesis194,195,196. La expresión media de este marcador es nula en 

hAMSC y en FP-MSC está comprendida entre el 11,9% y el 20,2% en FP-MSC 

a pase temprano y tardío respectivamente, lo que supone un pequeño 

incremento relacionado posiblemente al tiempo de exposición a EGM-2. CD49d 

o VLA-4� (Very-late antigen 4) es un miembro de la familia de las integrinas 

relacionado con la adhesión celular. Puede actuar como receptor de matriz y 

unirse a un dominio concreto de la fibronectina197,198, o como receptor celular y 

unirse al CD106198,199. La interacción entre el CD49d y el CD106 juega un 

importante papel estabilizando la adhesión de los linfocitos a las células 

endoteliales199 y mediando la adhesión de los precursores de linfocitos B a las 

células estromales de la médula ósea. Su expresión media pasa de 25.4% en 

hAMSC, a 57.6 y 61.2% en FP-MSC de pase temprano y tardío 

respectivamente, duplicándose la expresión basal de las hAMSC. Este 

aumento puede deberse tanto al cambio de medio a EGM-2 como por 

cobertura de fibronectina de las superficies donde fueron crecidas estas 
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células.  También se estudió la expresión media del CD133 y c-Kit, marcadores 

de células progenitoras. Ambos marcadores se encontraron ausentes en 

hAMSC, pero presentes en una proporción baja en FP-MSC. En el caso 

concreto del CD133 de pase temprano, la proporción media positiva fue 

significativamente superior a la de las hAMSC. Esta molécula se expresa en 

células progenitoras hematopoyéticas, endoteliales y gliales entre otros tipos 

celulares200,201. Aunque es un buen marcador de células progenitoras, se 

desconoce cual puede ser la implicación funcional en las FP-MSC201. 

Para la aplicación clínica es indispensable que las células cumplan  con el 

requisito de ser un agente terapéutico seguro. De forma indirecta, la entrada en 

senescencia sugiere que estas células no han sufrido ningún proceso de 

transformación neoplásica, y de hecho algunos trabajos relacionan la entrada 

en senescencia a un mecanismo de seguridad que protege del desarrollo de 

tumores202. Las células mesenquimales humanas expandidas a gran escala in

vitro, para su uso clínico, presentan baja susceptibilidad de transformación 

neoplásica90. Sin embargo diversos trabajos indican que los periodos 

prolongados de cultivo poden resultar en la  generación espontánea de 

aberraciones cromosómicas88,89,90, y llegar a formar carcinomas en ratones 

inmunosuprimidos203, aunque también podemos encontrar en la literatura, 

casos donde el proceso de transformación se ha debido a contaminación 

cruzada con células tumorales y/o a otros artefactos93,94,95,96. Sin embargo, 

otros estudios demuestran que las MSC con y sin aberraciones, pueden ser 

inoculadas en ratones inmunodeprimidos o incluso en pacientes (transplante 

alogénico), y no desarrollar ningún tipo de tumor, después de un seguimiento 

de 8 semanas  (ratón) y 2 años (pacientes) (R78). En nuestro caso, las FP-

MSC y hAMSC fueron analizadas por Hibridación Comparativa de Genoma 

(CGH)   para conocer si hubo algún tipo de ganancia o pérdida cromosómica 

asociada a la ventaja de crecimiento in vitro. No se detectó ningún tipo de 

cambio genómico significativo con respecto a las hAMSC parentales (PD medio 

~10), tanto a pase temprano (PD medio ~9) como tardío (PD medio ~18), 

coincidiendo con los trabajos que defienden la estabilidad genómica en las 

mesenquimales87. Cabe apuntar, que mientras dos de las muestras empleadas 

presentaron un cariotipo normal,  una tercera tuvo una trisomía del cromosoma 
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21, que pudimos demostrar que era pre-existente en las hAMSC de origen y 

que se mantuvo en las FP-MSC. Aunque tanto la entrada en senescencia como 

la estabilidad genómica se pueden considerar como buenos indicadores de que 

estas células son seguras, consideramos prudente profundizar en este punto, 

dada su relevancia en las aplicaciones clínicas  verificando que las FP-MSC de 

ninguno de los pacientes, crecidas in vitro tanto a pases tempranos como 

tardíos eran capaces de formar tumores en ratones inmunosuprimidos. En 

estos experimentos, utilizamos un gen de luciferasa como trazador, que nos 

permitió monitorizar por imágenes de bioluminiscencia no invasiva el 

comportamiento de las células durante un periodo de más de 22 semanas (160 

días). Aunque en este tiempo, sólo una fracción de las células implantas fue 

capaz de sobrevivir más allá del día 25 post-inoculación, no hubo indicación 

alguna de proliferación celular excesiva ni de generación de tumor, 

corroborando de nuevo la seguridad de estas células. 

Las características especiales de las FP-MSC sugieren cambios específicos en 

la expresión génica que podrían utilizarse no solo para comprender sus 

propiedades sino también para establecer un patrón característico que nos 

sirviese en el futuro como control de calidad.  

Para ello continuamos la caracterización de las FP-MSC examinando las 

diferencias a nivel de expresión génica con las hAMSC, mediante análisis de 

microarrays. La aplicación del programa IPA a la colección de genes 

diferencialmente expresados entre ambos tipos celulares revela que las dos 

redes biológicas de mayor puntuación encontradas están relacionadas con 

propiedades ya detectadas e interesantes para la terapia celular, a saber: 

‘‘Proliferación y Crecimiento Celular, Morfología Celular, y Muerte Celular” 

(Network 1: puntuación 82) y “Movimiento Celular, Señalización e Interacción 

Célula-a-Célula, Desarrollo Celular” (Network 2: puntuación 34). En ambas 

redes, se registra una predominancia de moléculas reguladas al alza en las FP-

MSC. Aunque no podemos determinar si está contribución favorece o 

desfavorece dichas funciones sólo con los datos de expresión génica, si 

sabemos que las FP-MSC proliferan mucho más rápido que las hAMSC en 

condiciones de cultivo in vitro. Basándonos en los resultados de las dos redes 
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de mayor puntuación, se seleccionó una lista de 12 genes, de acuerdo a los 

niveles de mayor expresión y a las funciones biológicas asignadas por el IPA 

(“Proliferación y Crecimiento Celular” p-valor <0,05 y/o “Movimiento Celular” p-

valor <0,05). Estos 12 genes fueron validados por RT-PCR en los dos tipos 

celulares (FP-MSC y hAMSC), para todos los pacientes, y en una pareja extra 

de FP-MSC y hAMSC de un paciente nuevo. Este estudio confirmó en todos los 

casos, la existencia de un patrón de cambio significativo en la expresión de la 

mayoría de estos genes, entre las hAMSC y las FP-MSC. Esto nos permite 

definir un grupo de genes que constituyen un perfil para caracterizar el fenotipo 

FP-MSC en el medio EGM-2.  

El fenotipo FP-MSC es un fenómeno reproducible y característico de las 

hAMSC como población. Sin embargo, debido a que la población mesenquimal 

es heterogénea, decidimos estudiar el efecto del medio EGM-2 a nivel celular y 

determinar si todas las células tienen capacidad para responder del mismo 

modo al cambio de medio. Para ello, clones de células aisladas de un único 

paciente, fueron expuestos a ambos medios. Esta estrategia nos permitió 

eliminar variables como la diversidad genética de la población y/o de los 

pacientes. El 30% de las colonias generadas pudieron ser expandidas por más 

de 15 PD en ambas condiciones. El tiempo de duplicación medio de los clones 

en los dos medios, fue significativamente diferente: 1.79 días en EGM-2 frente 

a los 3.74 días en DMEM, valores similares a los que hemos ido encontrando 

en las células de los diferentes pacientes. Sin embargo, el PD máximo, fue una 

característica de cada clon e independiente del medio de cultivo.  

Verificamos la adquisición del fenotipo FP-MSC a nivel celular analizando la 

expresión de los 12 genes inducidos característicos de las FP-MSC mediante 

RT-PCR, en 3 parejas de clones representativas. El cambio de expresión para 

cada clon crecido en EGM-2 con respecto a su “hermano” crecido en DMEM 

muestra mayoritariamente, una activación de la colección de los genes del 

perfil FP-MSC, independientemente de su PD máximo. Si comparamos 

estadísticamente, el comportamiento a nivel de expresión génica de estos tres 

clones con el de las cuatro poblaciones de los pacientes estudiados, resulta 

que para todos los genes, p>0.05, indicando que los FC no se pueden 
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considerar estadísticamente diferentes. En otras palabras, tanto si comparamos 

las colonias hermanas crecidas en DMEM o EGM-2, cuyo fondo genético es 

idéntico y la principal variable es el medio de cultivo; como si comparamos 

poblaciones heterogéneas derivadas de 4 pacientes diferentes, obtenemos un 

patrón similar en los cambios de expresión de esa lista de genes concreta. Por 

lo que estos resultados apoyan la hipótesis que el medio EGM-2 induce el 

fenotipo FP-MSC tanto a nivel poblacional como a nivel celular. 

La inducción al fenotipo FP-MSC se repite consistentemente, podría ser 

interesante conocer si este proceso es irreversible, o si depende del medio de 

cultivo. Para determinar si se puede revertir al fenotipo hAMSC, se 

intercambiaron las condiciones de cultivo tanto en las células derivadas de un 

paciente como las de uno de los clones, y se analizó la expresión de los 12 

genes del perfil FP-MSC. 

Nuestros resultados demostraron que el fenotipo FP-MSC está íntimamente 

ligado al medio EGM-2 y es una propiedad reversible. Es decir, si las células 

FP-MSC se cultivan en el medio de las células mesenquimales (DMEM), las 

células tornan a la apariencia y velocidad de crecimiento característicos de las 

hAMSC, y por otro lado, los niveles de expresión de los doces genes del “perfil”  

estudiados disminuyen, haciéndose más similares a los de las hAMSC. Para el 

caso del paciente analizado, se observo una clara bajada del FC para todos los 

genes al cabo de sólo una semana de intercambio de medio, que se mantuvo 

durante la segunda semana. En el clon FP-MSC estudiado, el FC para cada 

gen mostró una tendencia a disminuir con el tiempo, aunque nunca se alcanzó 

el nivel basal observado en las hAMSC. Posiblemente el hecho de haber 

elegido el clon con mayor potencial proliferativo haya influido en los resultados 

obtenidos.  

Gracias a esta plasticidad celular, podríamos obtener grandes cantidades de 

células en un periodo corto de tiempo, y podríamos elegir si queremos trabajar 

con células tipo hAMSC o FP-MSC.  
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APLICACIONES TERAPÉUTICAS

Las FP-MSC además de por su similitud con ciertas propiedades de las 

hAMSC y su ventaja de crecimiento in vitro, presentaron dos resultados en 

nuestro análisis, la expresión de genes asociados a los procesos de reparación 

y anti-inflamatorios y una mayor capacidad angiogénica que sugirieron su 

potencial de las FP-MSC como agentes terapéuticos.  

Tanto el tejido de origen de las células mesenquimales como las condiciones 

de cultivo, influyen en la expresión de los diferentes genes. De acuerdo con los 

resultados de un estudio reciente que compara la expresión diferencial entre 

las células mesenquimales de origen adiposo y las de la médula ósea las 

primeras secretan, cantidades significativamente, mayores de factores de 

crecimiento, pro-angiogénico, y citoquinas reguladoras de la inflamación y la 

coagulación. Estas moléculas podría favorecer el proceso de regeneración por 

efecto paracrino204, El hecho de que las FP-MSC de este estudio también se 

hayan inducido genes relacionados con la secreción de moléculas, como los 

factores de crecimiento: AREG/AREGB y HGF, y las citoquinas: TNFSF4, 

CXCL5, CCL20 de entre los cuales, CXCL5 y CCL20 coinciden con la 

referencia anteriormente comentada204, hace pensar que podrían presentar 

cierta ventaja a nivel terapéutico debido al efecto paracrino de dichas 

moléculas.  

Por otra parte, aunque el medio EGM-2 se suele usar para inducir la 

diferenciación de células al linaje endotelial, en nuestro análisis de expresión 

génica no encontramos que el cultivo en este medio hubiese inducido genes 

específicos asociados al linaje endotelial185 . A pesar de esto, nuestro análisis 

funcional utilizando Matrigel para promocionar la formación de estructuras de 

tipo vascular indicó que las células crecidas en EGM-2 son capaces de 

desarrollar estructuras tubulogénicas no sólo en una cantidad 

significativamente mayor, sino también mejor organizadas y más estables en el 

tiempo, que las hAMSC de las que provienen. Este resultado pone de 

manifiesto la necesidad de complementar los análisis de expresión génica con 

ensayos funcionales para la caracterización celular  
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Diversos trabajos respaldan el uso de las hAMSC como vehículos terapéuticos 

contra los tumores. Se ha observado que existe una interacción dinámica entre 

las células mesenquimales y las células tumorales, in vitro, y que las MSC son 

capaces de migrar hacia los tumores en los que se establecen y sobreviven in

vivo205. Además de compartir propiedades similares con las MSC, las FP-MSC  

se pueden expandir  rápidamente así como generar estructuras tubulogénicas, 

que a priori, podrían favorecer un procedimiento terapéutico.  

Se decidió explorar la posibilidad de que estas células pudiesen aportar 

ventajas como vehículos para la expresión de agentes citotóxicos en un modelo 

de terapia anti-tumoral. Para ello modificaron genéticamente las FP-MSC con el 

gen de la timidina kinasa del herpes como agente citotóxico en un modelo de 

glioma en ratones SCID, procedimiento que ya había demostrado eficacia en 

nuestro laboratorio206,207. El análisis comparativo  del tratamiento del tumor con 

ambos tipos celulares, confirmó la eficacia de las hAMSC en el tratamiento anti-

tumoral, reduciendo en un 93% el tamaño de los tumores en comparación con 

controles no tratados. Sin embargo, en el caso de las FP-MSC no se 

detectaron efectos citotóxicos y contrariamente a lo que cabía esperar, los 

tumores aumentaron 32.4 veces con respecto a los controles U87 no tratados. 

Según los datos recogidos en los microarrays, las FP-MSC tienen una mayor 

capacidad de expresión para una serie de genes entre los que podemos 

encontrar varios factores de crecimiento (AREG/AREGB Y HGF) y diversas 

citoquinas (TNFSF4, CXCL5 y CCL20) que han demostrado promocionar el 

avance de los tumores, incluso a nivel metastático208,209,210. Por consiguiente, 

podríamos plantear como hipótesis que las FP-MSC  promueven el crecimiento 

tumoral mediante la acción, directa o indirecta, de algunas de las moléculas 

mencionadas anteriormente209,210,211,212; quedando el efecto citotóxico 

enmascarado por su potente efecto pro-cancerigeno.  

Una explicación alternativa podría ser la falta de uniones intercelulares (gap 

juntions) entre las células tumorales y sus vecinas, lo que reduciría la eficacia 

del efecto bystander base de la estrategia terapéutica. 
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 Para comprobar esta segunda hipótesis, utilizamos un modelo de tumores de 

próstata PC3 ectópicamente implantado en muslos de ratón SCID, más 

accesible y con la posibilidad de tener en un mismo animal el control negativo 

(tumorales solas). Además decidimos utilizar como sistema citotóxico CD-

UPRT, la combinación citosina desaminasa y uracilo foforiltransferasa 

genéticamente introducidas en las FP-MSC ya que la actividad citotóxica de 

este sistema no depende de la existencia de “gap-junctions” entre las células 

tumorales y FP-MSC. . A pesar de estos cambios, el efecto citotóxico de la CD-

UPRT quedó oculto bajo el dominante efecto pro-carcinogénico de estas 

células, que aumentó en más de mil veces el tamaño del tumor con respecto al 

control PC3 solas. En consecuencia concluimos que el efecto pro-

carcinogénico de las FP-MSC prevalece por encima del efecto citotóxico de 

cualquiera de estos dos genes suicidas empleados, independientemente de las 

uniones celulares que pueda establece o no las FP-MSC.  

La capacidad promotora del crecimiento de las FP-MSC sugirió una utilización 

alternativa en terapias de regeneración de tejidos, en concreto la regeneración 

de tejido cardiaco. 

Estudios independientes de diferentes laboratorios han demostrado que la 

administración de células mesenquimales de tejido adiposo puede actuar 

favorablemente en la revascularización de tejidos isquémicos213,214,215, y 

mejorar la función del ventrículo izquierdo en modelos animales de infarto 

miocárdico agudo y crónico216,217. Se han propuesto diferentes mecanismos 

por los cuales las hAMSC podrían tener tales efectos: (1) la diferenciación de 

las propias células a cardiomiocitos218, a células del músculo liso o células 

endoteliales214; (2) secreción de citoquinas y factores de crecimiento, como el 

VEFG o el HGF, con capacidad de inducir la diferenciación  endotelial, , la 

migración y la formación de vasos219,220,221; (3) la atenuación de la inflamación 

en la zona dañada mediante funciones inmunosupresivas222,223; (4) la 

estimulación  de la reparación endógena224,225.  

Para valorar la capacidad reparadora de las FP-MSC, decidimos compararlas 

con las hAMSC, en un modelo de isquemia cardiaca en ratón SCID, basado en 
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el uso de parches de fibrina como soporte. Debido a que en estos estudios nos 

interesaba analizar la capacidad de diferenciación de las células terapéuticas, 

éstas se marcaron  para la expresión de dos trazadores de bioluminiscencia 

uno de ellos de expresión continua y el otro regulado por promotores de genes 

que se inducen durante la diferenciación a los linajes cardiomiocíticos y 

endoteliales. Con esta estrategia se podrían seguir los cambios en la expresión 

génica de las células de modo no invasivo, en animales vivos. Es más, la 

relación entre la luz emitida por la luciferasa  regulada por el promotor 

específico y la luz emitida por la luciferasa expresada de modo constitutivo, nos 

permitiría conocer como variaba la expresión de estos genes 

independientemente de los cambios en el número de células.  Nuestros 

resultados indicaron que a) se podía observar el proceso de diferenciación de 

los dos tipos celulares, b) que las FP-MSC y MSC son equivalentes en su 

capacidad de diferenciación endotelial, c) que los dos tipos celulares tienen 

equivalente potencial de diferenciación al linaje cardiomiocítico. En conclusión, 

debido a la mayor capacidad de proliferación de las FP-MSC, estas serían el 

mejor candidato como agentes en la terapia celular del miocardio. 

Los datos obtenidos por BLI fueron corroborados independientemente 

mediante análisis inmunohistoquímico  que demostró la expresión de los genes 

PECAM1 y TroponinaI, y la presencia de dichas proteínas en las células 

implantadas.  

El análisis histológico de la densidad vascular en aquellos ratones que han sido 

tratados con célula, tanto hAMSC como FP-MSC, demostró incrementos 

significativos del 137.70±28.21% y 159.05±39.48% respectivamente, 

comparados con los  controles sin parche (40.11±8.61%) y para los parches de 

fibrina sin células (76.44±21.58%). La mejora en la densidad vascular puede 

venir tanto por diferenciación de las células implantadas como por efecto 

paracrino de las mismas. A pesar de estar bien documentada la capacidad de 

diferenciación de estas células214,218, ciertos investigadores especulan que la 

principal contribución de estas células es mediada a través de los factores de 

crecimiento y citoquinas que secretan218. El HGF es un factor de crecimiento 

relacionado con diversos efectos en los procesos de regeneración de tejidos: 
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efecto anti-apoptotico, inmunomodulador y mejora de la cicatriz99. Esta 

molécula se expresa en las hAMSC, pero en las FP-MSC se expresan de 

media 5,6 veces más según los datos del microarray, y 75,7 veces más según 

la validación por RT-PCR. Este aumento en la expresión en ésta y otras 

moléculas de secreción, puede jugar un papel importante en el desarrollo de 

una terapia regenerativa. El análisis morfométrico, de la fracción de área de 

tejido fibrótico, respecto al área total del ventrículo, muestra que los corazones 

que recibieron el trasplante celular, tienen de media una cicatriz superior al de 

los grupos controles, aunque las diferencias no fueron significativas. Estos 

valores nos permiten conocer el tamaño de la cicatriz en el momento de 

finalización del experimento, sin embargo, no nos permiten saber cómo ha 

evolucionado cada grupo durante el periodo de tratamiento. Debido a que 

aunque la inducción del infarto se haga de forma sistemática, no todos tienen el 

mismo grado de isquémica,  por ello es preferible trabajar con un sistema de 

análisis que nos permita seguir  a los ratones durante todo el periodo de 

estudio. La función cardiaca se puede valorar a partir de la fracción de eyección 

(FE), que a su vez, se puede calcular en base a los registros ecocardiográficos 

tomados a diferentes tiempos. En nuestros experimentos, la diferencia entre los 

datos basales y los valores post-infarto, nos sirvió para calcular el decremento 

de FE post-infarto, y la diferencia entre los datos pre-sacrificio y los valores 

post-infarto nos indican el grado de recuperación de FE para cada grupo. El 

decremento post-infarto varió entre los diferentes grupos, lo que refleja la 

variabilidad en la generación de las isquemias. Pudimos observar que los 

animales tratados con Fibrina y con Fibrina+FP-MSC, presentan los valores 

más alto de mejora respecto al grupo control MI, 18.40 y 17.48% 

respectivamente. Los ratones tratados con Fibrina+hAMSC presentaron un 

valor medio de mejora ligeramente superior al del control MI sin Fibrina (10.31 

frente a los 8.96%). Como en el caso del análisis de vascularización, la fibrina 

por si sola parece tener un efecto positivo detectable, superior al propio efecto 

de las hAMSC. El mecanismo responsable del efecto terapéutico de la fibrina 

se desconoce. Sin embargo, es posible que esté relacionado con el mecanismo 

que promueve la cicatrización de las heridas, donde actúa como matriz natural 

para la angiogénesis. Algunos trabajos han demostrado el potencial como 
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inductor angiogénico de la fibrina tanto en implantes exógenos subcutáneos226 

como en ensayos en membrana corioalantoide de pollo227, además de su 

capacidad como reservorio de varios factores de crecimiento228 y enzimas 

fibrinolíticas229. Aunque el fenómeno de que la fibrina sola es superior a las 

hAMSC para la recuperación de la FE es una observación repetida en trabajos 

similares en nuestro laboratorio, todavía queda por esclarecer el mecanismo 

subyacente.  

Una posible explicación podría ser que la fibrina y las células FP-MSC tiene un 

efecto positivo en la recuperación de la FE por mecanismos diferentes y que 

las hAMSC inhiben el mecanismo de la fibrina sin aportar un efecto positivo 

propio.Estas hipótesis abren nuevas líneas de trabajo, que podrían focalizarse 

en la investigación de estos procesos.  

Este trabajo recoge una extensa caracterización de las FP-MSC, hAMSC 

crecidas en EGM-2, que incluye estudios a nivel de proliferación in vitro, 

parámetros relacionados con las propiedades mesenquimaloides, perfil 

genético y bioseguridad. Los datos recogidos de la experimentación in vitro, 

apuntan a estas células como una alternativa en el uso de hAMSC en terapias 

celulares, dada las ventajas anteriormente detalladas. Las FP-MSC fueron 

probadas en dos tipo de terapias: anti-tumoral y regenerativa. La terapia anti-

tumoral mediada por las FP-MSC portadoras de un gen suicida, no produjo 

ninguna mejora con respecto a las hAMSC crecidas en su medio estándar. Sin 

embargo, en el ámbito de la regeneración cardiaca, las FP-MSC mostraron una 

leve mejora con respecto a las hAMSC. Ambos tipos celulares fueron capaces 

de diferenciarse al linaje endotelial y miocárdico, sin embargo, a nivel de 

función cardiaca las FP-MSC tiende a presentar ciertas mejoras en lo que se 

refiere a densidad vascular y FE en comparación con las hAMSC. Si a esto, le 

sumados sus características de crecimiento en EGM-2 y capacidad 

vasculogénica, parecería que estas células podrían ser una interesante y 

novedosa opción para el tratamiento de la isquemia cardiaca. 

Aún queda bastante por profundizar en el estudio de estas células, como por 

ejemplo en lo referente al campo de los efectos paracrinos. Pero podemos 
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decir que se abre un amplio campo en el ámbito de la terapia celular donde 

poder aplicarlas, ya que podemos obtener grandes cantidades de células 

autólogas para tratamientos terapéuticos en un periodo de tiempo breve; 

pudiéndolas utilizar como sustitutas de las hAMSC u otro tipo de mesenquimal, 

o en combinación con otro tipo celular para tener un efecto sinérgico, y mejora 

el resultado terapéutico. 
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CONCLUSIONES:

� El cultivo de las células mesenquimales de tejido adiposo en medio 

EGM-2 resulta en una población de células fenotípicamente diferentes 

que denominamos FP-MSC en este estudio. 

� Las células FP-MSC se parecen, pero no son idénticas a las hAMSC en 

la expresión de marcadores de superficie y capacidad de 

diferenciación.  

� La capacidad de replicación de las FP-MSC es del orden de 4,4 veces 

superior al de las hAMSC, aunque los dos tipos celulares se replican 

un número finito y similar de veces antes de llegar a la senescencia.  

� Las FP-MSC expandidas in vitro son seguras, no muestran 

aberraciones cromosómicas  y no producen tumores cuando se 

implantan en ratones inmunodeprimidos durante largo tiempo.  

� La comparación de la expresión génica entre FP-MSC y hAMSC ha 

puesto de manifiesto un patrón de expresión para una variedad de 

genes que se pueden utilizar para caracterizarlas. 

� Las FP-MSC se generan por inducción de cambios en la expresión 

génica y no son el resultado de la selección de una subpoblación  

presente entre las hAMSC. 

 

Los estudios de aplicabilidad a terapéutica indican que: 

� Las FP-MSC no se comportaron como buenos vehículos terapéuticos 

en terapias anti-tumorales, ya que promocionan el crecimiento tumoral 

más que el efecto citotóxico. 

� Las FP-MSC tienen mayor potencial angiogénico que las hAMSC, en 

Matrigel, produjeron más estructuras tubulares, mejor organizadas y 

más estables que las hAMSC. 
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� Las FP-MSC implantadas en miocardios infartados se diferenciaron al 

los linajes endoteleiales y cardiomiocíticos con una eficacia similar a la 

de las MSC.  

� Los miocardios infartados tratados con FP-MSC indujeron mejoras 

significativas en la revascularización del miocardio infartado.  

� La observación de que los miocardios infartados tratados con FP-MSC 

tuvieron mejoras en la fracción de eyección superiores a las de las 

hAMSC, aunque no mejores que las producidas por la fibrina sola, 

sugiere que las FP-MSC generan efectos paracrinos diferentes a los de 

la fibrina, ambos participantes en la reparación del miocardio.  

 

CONCLUSIÓN GENERAL: 

I. Las células FP-MSC son agentes terapéuticos prometedores.  

II. Debido a su rápido crecimiento in vitro las FP-MSC permiten generar 

grandes cantidades de células seguras y con potencial para promocionar 

la reparación del miocardio infartado.  

III. Es posible que una exploración más extensa permita demostrar una 

aplicabilidad más amplia de estas células en el ámbito de la terapia 

celular.   

 

 

 

 

 

 

 

 



�������������
 

  163
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





�
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

APÉNDICE

 



	 �
 

 
 

 

 

 

 




��������
 

 

DESCRIPCIÓN DE LOS MARCADORES DE 
SUPERCIFIE ANALIZADOS 

 

 

Tabla 12: Expresión de varios marcadores de superficie en MSC. +ve, positivas; -ve, 

negativas, nd, no descrita. (Adaptada de Wagey R., 2008). 

� CD105 
Es una glicoproteína homodímera de 180KDa localizada en la superficie 

celular. Forma parte del complejo receptor TGF-ß1 (transforming growth factor 

beta) implicado en la proliferación celular, la diferenciación y la migración, a 

pesar de que sus funciones en la interacción receptor-ligando aún son poco 

conocidas230,231. Se expresa principalmente en células endoteliales y también 

en células madre mesenquimales. 
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� CD90

También conocida como Thy-1 debido a su identificación en timocitos, es una 

proteína de 25KDa muy conservada en vertebrados. Su expresión varia según 

la especie, pero generalmente se expresa en timocitos, neuronas, células 

madre mesenquimales  y hematopoyéticas, células NK, endotelio y en una 

fracción de fibroblastos; en humanos, sólo se expresa en neuronas232 y en 

algunos tipos de célula madre233,234. Su función no se conoce exactamente, 

pero se especula que podría participar en las interacciones célula-célula y 

célula-matriz, y participar en la regeneración nerviosa, apoptosis, supresión de 

tumores235, metástasis, inflamación y fibrosis.  

 

� CD73

Es una enzima unida a la cara externa de la membrana, formada por un dímero 

de 2 subunidades idénticas de 70KDa. Cataliza la conversión de 5’-

mononucleótidos a nucleósidos a pH neutro. Se expresan en una fracción de 

células B, células T, células endoteliales, pericitos, células dendriticas, 

epiteliales, fibroblastos, cardiomiocitos, neuronas, osteoblastos, 

oligodendrocitos, y células madre mesenquimales236. Su función puede estar 

relacionada con la permeabilidad de las células endoteliales, la secreción de 

cloruro por las células endoteliales o la adhesión de neutrófilos, aunque puede 

presentar funciones independiente a su actividad enzimática, transmitiendo una 

potente señal de activación en las células T cuando se unen a los anticuerpos. 

 

� CD34

Es una proteína transmembrana altamente glicosilada de 385 aminoácidos. 

Está presente en células madre linfohematopoyéticas, células endoteliales de 

pequeños vasos, fibroblastos embrionarios y en algunas células de tejido 

nervioso fetal y adulto237. Participa en la unión entre las células madre y la 

matriz extracelular de la médula ósea o directamente con las células 

estromales238, posiblemente manteniendo el fenotipo de célula 

progenitora/madre hematopoyética.  
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� CD13

Es una glicoproteína N aminopeptidasa tipo II de membrana de 150KDa. 

Podemos encontrarlo en granulocitos y monocitos, y sus precursores; aunque 

también podemos encontrarlo en células no-hematopoyeticas como las células 

endoteliales, epiteliales, en ciertas áreas renales, fibroblastos, células del 

cerebro, mesenquimales y células de los canalículos biliares. CD13 es una 

metaloproteása de unión al zinc implicada en el metabolismo de regulación de 

numerosos péptidos. 

 

� CD29

Son cadenas Integrina beta de 130KDa que se expresan como un 

heterodímero. Se asocia de manera no covalente con cadenas alfa específica 

de la familia CD49 (CD49a-f). Los miembros de la familia de las integrinas son 

receptores de membrana implicados en adhesión celular y reconocimiento de 

señales en diversos procesos como la embriogénesis, la hemostasis, la 

reparación tisular, la respuesta inmune y la difusión metastásica de células 

tumorales. El CD29 se expresa en leucocitos en reposo y activados239. 

 

� CD44 

Es una glicoproteína transmembrana tipo I que tiene entre 80 y 250KDa. CD44 

es la principal molécula de adhesión para el ácido hialurónico240, además es un 

importante mediador en regular la interacción entre la matriz extracelular y el 

citoesqueleto de actina. CD44 se expresa en la mayoría de tipos celulares 

humanas, y está implicada en una gran variedad de procesos fisiológicos y 

patológicos, tales como el reclutamiento de linfocitos y su activación, la 

cicatrización, la migración celular y también el crecimiento de células tumorales 

y metástasis241.  
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� CD49d

También conocida como integrina �4 o very-late antigen (VLA)-4 es una 

glicoproteína implicada en la adhesión celular de 150KDa. Se asocian con otra 

glicoproteína, la subunidad �, para formar un hetrodimero implicado en las 

interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular. La cadena � del 

complejo VLA-4 es el CD29. Cuando actúa como receptor de la matriz, el 

CD49d se une a un dominio concreto de la fibronectina242,243. Cuando funciona 

como receptor celular,  se une al CD106126,244.. La interacción entre el CD49d y 

el CD106 juega un importante papel estabilizando la adhesión de los linfocitos 

a las células endoteliales127 y mediando la adhesión de los precursores de 

linfocitos B a las células estromales de la médula ósea. También proporciona 

co-estimulación de los receptores de células T mediados por CD3. CD49d es 

expresado en un amplio rango de células, incluyendo linfocitos T, células B, 

monocitos, eosinófilos y basófilos, en células mesenquimales podemos 

encontrarlo en células de origen adiposo pero no en las que proceden de la 

médula ósea.  

  

� CD54 

También conocida como molécula-1 de adhesión intercelular (ICAM-1), es una 

glicoproteína de superficie celular que pertenece a la superfamilia de 

inmunoglobulina de moléculas de adhesión. Tiene un papel muy importante en 

la estabilización en las interacciones célula-célula y facilitan a los leucocitos la 

transmigración endotelial. Su expresión es baja en leucocitos, células 

epiteliales y células endoteliales, al igual que en otros tipos celulares, pero su 

expresión puede ser estimulada por el IFN-gamma, TNF-alfa, Interleucina-1 

beta y LPS 

� CD106 

La vascular cell adhesion molecule-1 o CD106 es una glicoproteína 

transmembrana tipo I de unos 110KDa. Está implicada de manera crítica en las 

interacciones endoteliales de tejido conectivo245,246. CD106 se expresa 
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constitutivamente en las células estromales de la médula ósea, células 

mieloides, y células dendrítcas esplénicas. Su expresión en células endoteliales 

está inducida por citoquinas inflamatorias producida por tejidos 

inflamados247,248,249. En general, estás moléculas regulan la migración de 

leucocitos a través de las paredes de los vasos sanguíneos y proveen de 

puntos de anclaje para el desarrollo de endotelio durante la angiogenesis250,251, 
252.  

 

� CD133 

Es una glicoproteína transmemebrana que se localiza específicamente en las 

protusiones celulares. Se expresa en células madre hematopoyéticas, células 

progenitoras endoteliales, células madre de la glia y neuronal, y además en 

tejidos adulto como el riñón, glándulas mamarias, tráquea, glándulas salivares, 

o placenta entre otros tipos celulares253,254. A pesar de ser un buen marcador 

de células madre se desconoce si tiene algún papel en sus características 

funcionales254. 

 

� CD31 

También denominada como PECAM-1(platelet endothelial cell adhesion 

molecule) tiene un papel clave en la eliminación de neutrófilos viejos del 

organismo. Se expresa en gran cantidad en células endoteliales, pero también 

en plaquetas, macrófagos, fibroblastos y osteoclastos entre otros. CD31 

participa en las uniones célula-células, en la migración trans-endotelial de los 

neutrofilos y está implicado en la angiogénesis255,256. 

 

� VEGFR2 

Es una proteína tirosina-quinas que actúa como receptor de superficie celular, y 

tiene unas 150KDa. Tiene un papel esencial en la regulación de la 

angiogénesis, el desarrollo vascular, la permeabilidad vascular y la 

hematopoyesis embrionionaria. Promueve la proliferación, supervivencia, 
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del receptor VEGF259. 

migración y diferenciación de las células endoteliales. Está implicada en la 

reorganización del citoesqueleto de actina. 

� CD144 

CD144 o VE-caderina pertenece a una familia de moléculas de adhesión. La 

células endoteliales expresan como mínimo tres tipos de caderinas, entre las 

cuales la VE-caderina se expresa de manera específica en las uniones entre 

las células endoteliales257. Parece ser que son importantes en el 

mantenimiento de la permeabilidad endotelial, y por tanto se cree que también 

en el control de la transmigración257,258. CD144 también regula diversos 

procesos como la proliferación celular y la apoptosis, y también modula las 

funciones 

 

� c-Kit 

También conocida como CD117 o stem cell factor receptor (SCFR), es el 

receptor del factor de crecimiento stem cell factor (SCF). Es un receptor 

transmembrana con actividad tiosina quinasa. Se expresa principalmente en 

células madre hematopoyéticas y células progenitoras260, en células de 

leucemia mieloide aguda261, en mastocitos262 y en melanocitos, sistema 

reproductivo y cerebro embrionario263. 
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Resumen

Para� realizar� una� Tesis� se� requiere� de� ingredientes� básicos� como� son� la�
constancia,�la�paciencia�y�el�entusiasmo,�casi,�en�las�mismas�proporciones.�
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personas�que�me�han�ayudado,�y�han�estado�a�mi� lado�en� los�diferentes�
momentos,�van�dirigidas�estas�líneas.�Gracias.�
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que� hemos� ido� avanzando� con� las�
“monstruos”,� siempre� marcado� por� la�
calidad� humana� que� os� caracteriza.� He�
aprendido�con�vosotros�que�“otra�ciencia”�
es� posible,� permitiéndome� crecer� tanto� a�
nivel�personal�como�profesional.�

Juli� y� María,� más� que� compañeros,�
amigos.� Os� debo�más� que� las� gracias,� por�
todos� esos� incontables� buenos�momentos�
(y�algunos�no�tan�buenos)�llenos�de�risas�e�
intelectuales� conversaciones…� que� han�
forjado�esta�amistad.�Juli,�mi�niño�mierdaa!�
tengo� que� darte� las� gracias� por� tantas�
cosas� que� no� sabría� por� donde� empezar,�
sobretodo� gracias� por� ser� como� eres,� tan�
optimista� y� alegre,� por� escucharme� y�
aconsejarme,�y�por�ayudarme�y�orientarme�
en� cada� cosa� que� he� necesitado.� María�
porquería,� gracias� por� todos� esos� cafés� y�

paquetes� de� Kleenex� compartidos.� Tu�
generosidad�y�espontaneidad�te�demarcan.�
Cada� vez� que� he� necesitado� tu� ayuda� o�
simplemente� desconectar,� me� lo� has�
ofrecido� sin� reticencia,� gracias!� Estos�
últimos�años�han�sido�muy�especiales�para�
mí,� y� siempre� los� recordaré� con� mucho�
cariño,� espero� que� de� vez� en� cuando�
podamos� quedar� las� tres� marías:� Caca,�
Mierda�y�Porquería�para�volver�a�compartir�
un�buen�“cafés�bombón”.��

Olaia�y�Marta�G.,� formáis�parte�de�este�
grupo� y� por� ello� os� agradezco� los�
momentos�que�hemos�compartido.�Marta,�
ere� el� último� fichaje,� pero� te� has� sabido�
ganar� nuestro� corazón� en� muy� poco�
tiempo.�De�todas�las�cojas,�de�lejos,�tu�eres�
la� mejor!� Gracias� de� nuevo� por� tu� ayuda�
como�traductora.�

Carol� S.,� no� formas� parte� del� lab� pero�
como� si� lo� fueras!� Tu� ayuda� me� ha�
resultado�inestimable,�me�has�traído�la�luz,�
y�no� sólo� la�de� la�BLI!!�Eres�una�excelente�
científica�y�una�gran�persona.�

Del� centro,� agradecer� a� todos� mis�
compañeros�del�ICCC�CSIC�esos�pequeños�y�
no� tan� pequeños� momentos� que� hemos�
compartido,� sus�sonrisas,�ayudas�y�ánimos�
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recibidos.� Quisiera� destacar� la� ayuda,�
paciencia� y� consejos� recibidos� por� Sandra�
C.,� en� todo� lo� relacionado� con� el�
procesamiento�de�datos�de�los�arrays�y�RT�
PCR;� gracias� por� salvarme� del� caos…� A�
Esther� P.� y� Javi� C.� por� su� asesoramiento,�
compañía� y� ayuda� en� sus� respectivas�
plataformas.� A� Laura� C.� por� aguantar� las�
esperas� entre� ratón� y� ratón� mientras�
hacíamos� las� ecos.� A� Pablo� C.� por� su�
cercanía�y�su�interminable�lista�de�chiste.�Y�
a� Anna� G.� por� su� compañía,� apoyo� y�
suministro�de�frutos�secos�en�la�biblioteca.�

�

RESULTADOS 

De�mi� estancia� en� Barcelona,� guardaré�
numerosos� buenos� recuerdos� de�
muchísimas� personas.� Pero� sobre� todo,�
quiero� darle� las� gracias� a� Ana� Janic,� Leire,�
Carme�y�Elisa�por�haber�sido�y�ser�grandes�
amigas.��

Ana� y� Leire,� si� me� dieran� a� elegir,�
volvería� a� empezar� la� aventura� del�
doctorado�en�el�laboratorio�de�Tano,�por�el�
simple� hecho� de� volver� a� conoceros.� Ana,�
más� que� una� amiga,� casi� una� hermana!�
Desde� que� nos� conocimos,� conectamos,� y�
desde� entonces,� no� hemos� parado� de�
pasárnoslo� bien.�Me� has� transmitido� toda�
la�alegría�que�te�caracteriza,�has�estado�ahí�
para�cualquier�problema�y�siempre�me�has�
dado� tu� apoyo� y� tu� amor.� Te� echo�
muchísimo�de�menos,�espero�que�le�saques�
el� máximo� partido� a� tu� experiencia� en�
Australia�y�que�vuelvas�muy�pronto.� Leire,�
mi� vasquita,� eres� de� ese� tipo� de� personas�
que� aunque� no� nos� veamos� con� la�
frecuencia� que� quisiéramos� sé� que� para�
cualquier� cosa� puedo� contar� contigo.� Has�
sabido� escucharme� y� consolarme� en�
numerosas�ocasiones,�además�de�reírnos�y�

divertirnos� en� incontables� situaciones.� Tu�
hijo� tendrá� suerte� de� tener� una� madre�
como� tú,� te� deseo� todo� lo� mejor� en� esta�
nueva�etapa�que�llega.�

Carme� y� Elisa,� mis� “profes”� de� 293T!�
Habéis� estado� tanto� en� los� buenos� como�
en� los� malos� momentos.� Pero� sin� duda�
alguna,�me�quedo�con� todo�esas�horas�de�
confesionario� y� risas� que� hemos�
compartido.� Carmeluchi,� desde� que� nos�
conocimos,�como�siempre�tan�hospitalaria,�
me�abriste�la�puerta�de�tu�“sala�de�cultivo”,�
y� desde� entonces,� hemos� compartido�
grandes� momentos� juntas.� Tienes� un�
corazón�enorme,�sé�que�al�final�te�irá�todo�
fenomenal,� solo� dale� tiempo� al� tiempo.�
Elisa,�májica,�sabes�escuchar�a�las�personas�
y� sacarles�una� sonrisa� con� tu�optimismo�y�
ese� humor� tan� simpático� que� te�
caracteriza.��Te�echaré�de�menos�cuando�te�
vayas� a� Alemania,� donde� seguro,� todo� te�
irá�muy�bien,�incluso�hacer�maletas!�

��

MATERIALES Y MÉTODOS 

No�sería�quien�soy�sin�las�personas�que�
he�ido�conociendo�a�lo�largo�de�mi�vida.�

De�mi�paso�por� la�Facultad�de�Biología�
de� Sevilla,� puedo� decir� orgullosa� que�
conservo� grandes� amistades.� Patri,� te�
haces� querer� por� tu� peculiaridades…!� Sé�
que� tengo� una� amiga� al� otro� lado� del�
teléfono,� con� la� que� puedo� pasármelo� en�
grande,� discutir� y� pedir� ayuda.� Fernando,�
quién�te�va�a�querer�a� ti…�te�dije�una�vez,�
te� acuerdas?� Has� sido� un� gran� amigo,�
siempre� cercano� y� muy� alegre,� y� por�
supuesto,� muy� querido� por� mi� y� por�
muchísimas�personas…!�Sara,�tipeja!�Casi�lo�
consigues�y� lees�antes�que�yo…�Me�alegro�
que� lo� hayas� conseguido,� te� lo� mereces!�
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Sigue� tan� risueña� y� con� la�misma� filosofía�
de� vida,� � seguro� que� la� vida� también� te�
sonreirá!� MJ,� siembre� a� su� bola� pero�
también� preocupada� por� su� gente,� te�
deseo�todo�lo�mejor�en�tu�negocio�y�en�tus�
planes�de�maternidad.�

De� forma� muy� especial,� quiero�
agradecer� a�mis� amigos� de� Puerto� Real� el�
simple� hecho� de� ser� como� son.� Ir� a� casa,�
además� de� los� cuidados� de� mi� madre�
significa�para�mí,� relajarme,�desconectar� y�
recordar�que�la�vida�es�para�disfrutarla�con�
aquellas� personas� que� nos� hacen� sentir�
bien;�y�es�que�el�salero�que�allí�se�respira�y�
que�inunda�la�forma�de�entender�la�vida�no�
lo�puedo�compara�con�nada…�Por�eso,�Kiki,�
Fernando,� Perico,� Paco,� Inma,� Raul,�
Almudena,� Ana� Quiros,� � Toñi,� Isa,� Pery� y�
Perico�M.,�gracias�por�todos�los�momentos�
compartidos,� no� sabéis� cuanto� han�
significado�par�mí.��

�

DISCUSIÓN

Como�dice�una�buena�amiga,�la�familia�
es�la�que�toca�y�no�se�puede�cambiar.�Y�por�
suerte,��no�me�hace�falta�cambiarla!�

Quiero�agradecer�a�la�Familia�García,�su�
acogida� y� el� haberme� hecho� sentir� como�
una� más� de� la� familia,� a� pesar� de� ser� la�
última� en� llegar.� Pero� sobre� todo,� quiero�

agradecerle�a�Pati�y� Jordi,� todo�el�cariño�y�
atención� recibida,� sobre� todo� en� estos�
últimos�y�duros�meses�donde�no�ha�faltado�
un� cubierto� en� vuestra� mesa� para�
invitarme� a� un� buen� caldo,� y� permitirme�
desahogarme.�

A� mi� madre� y� a� mi� padre,� darle� las�
gracias� por� todo� el� amor� y� apoyo� que�me�
habéis�dado,�y�por�todo�lo�que�habéis�echo�
por� mí.� Sé� lo� mucho� que� os� habéis�
sacrificado� para� que� vuestros� hijos�
pudiesen� hacer� aquello� que� ustedes� no�
tuvisteis� la� oportunidad� de� hacer.� Mamá,�
ahora� por� fin� tienes� una� doctora� en� casa!�
Pero�no�me�pidas�que�te�cure�nada…!�

A�mis�hermanos,�Esther,�Enrique,�Lucas�
Lalo� y�Mali,� que� os� puedo� decir!!� Que� os�
quiero� muchísimo,� y� que� lo� que� más� me�
duele�de�vivir�en�Barcelona�es� teneros� tan�
lejos.� Esta� tesis� está� dedicada� a� vosotros�
porque�sois�parte�de�mí�y�por�todo�el�amor�
que�me�dais�sin�pedir�nada�a�cambio.�

Alex,� estás� el� último� pero� sabes� que�
eres� el� primero.� Has� sufrido� los�
numerosísimos� altibajos� que� he� vivido� en�
esta�tesis�y�media,�y�has�sabido�animarme�
y�motivarme�para�seguir�adelante�después�
de� cada� caída.� Se� quedan� cortas� estas�
líneas� para� darte� las� gracias� por� toda� tu�
paciencia,�todo�tu�amor�y�por�la�forma�tan�
especial� que� tienes� de� hacerme� reír.� Te�
quiero.��
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