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ABREVIATURAS 

 

7AAD: 7-aminoactinomicina D. 

ADN: Ácido desoxirribonucléico. 

ADNc: Ácido desoxirribonucléico complementario. 

APC: Aloficocianina. 

APC-H7: Aloficocianina-análogo de la cianina 7. 

ARN: Ácido ribonucleico. 

ARNm: Ácido ribonucleico mensajero. 

bFGF: Basic fibroblast growth factor. Factor de crecimiento de fibroblastos 

básico. 

BFU-E: Burst-forming unit-erythroid. Unidad formadora de brotes eritroides. 

BSA: Bovine serum albumin. Seroalbúmina bovina. 

CFU: Colony-forming unit. Unidad formadora de colonias. 

CFU-E: Colony forming unit-erytrhoid. Unidad formadora de colonias eritroides. 

CFU-GEMM: Colony-forming unit of granulocytes, erythrocytes, 

monocytes/macrophages and megakariocytes. Unidad formadora de colonias 

granulocíticas, eritrocíticas, monocíticas y megacariocíticas. 

CFU-GM: colony-forming unit of granulocytes and monocytes/macrophages). 

Unidad formadora de colonias granulocitos y monocitos. 

CFU-M: Colony forming unit of macrophages. Unidad formadora de colonias 

de macrófagos. 

DMEM: Dulbecco´s Modified Eagle Medium. 

EBM: Endothelial basal medium.  

EDTA: Ácido etilendiamintetraacético. 

EGF: Epidermal growth factor. Factor de crecimiento epidérmico. 

EGM-2MV: Endothelial growth medium-2 microvascular. 
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eNOS: Endothelial nitric oxide synthase. Enzima óxido nítrico sintasa endotelial. 

EPO: Erythropoietin. Eritropoyetina. 

FBS: Fetal bovine serum. Suero fetal bovino. 

FITC: Isotiocianato de fluoresceína. 

FL/Flt-3: FMS-like tyrosine kinase 3 ligand. Ligando de la tirosin-kinasa 3, 

relacionada con Fms. 

FSC: Forward Scatter. Tamaño relativo. 

FVE: Fracción vascular estromal. 

GAPDH: Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa. 

G-CSF: Granulocyte colony-stimulating factor. Factor estimulante de colonias 

de granulocitos. 

GM-CSF: Granulocyte-monocyte colony-stimulating factor. Factor estimulante de 

colonias de granulocitos y monocitos. 

HbA: Hemoglobina adulta. 

HbF: Hemoglobina fetal. 

HRP: Horserradish peroxidase. Enzima peroxidasa de rábano. 

HSC: Hematopoietic stem cell. Célula troncal hematopoyética. 

IGF: Insulin-like growth factor. Factor de crecimiento semejante a la insulina. 

IgG: Inmunoglobulina G. 

IL-3: Interleukin-3. Interleucina-3. 

IL-6: Interleukin-6. Interleucina-6. 

LTC-IC: Long-term culture-initiating cells. Células iniciadoras de cultivo a 

largo plazo. 

LT-HSC: Long term hematopoietic stem cell. Célula troncal hematopoyética de 

largo plazo. 

MSC: Mesenchymal stem cell/mesenchymal stromal cell. Célula troncal 

mesenquimal/ célula estromal mesenquimal. 

NTC: No template control. Control negativo de la PCR. 
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PBS: Phosphate Buffered Saline. Tampón fosfato salino. 
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TGF-β: Transforming growth factor-β. Factor de crecimiento transformante-β. 

Threshold: Valor de umbral. 
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INTRODUCCIÓN





Introducción 

 

1. MEDICINA REGENERATIVA. DEFINICIÓN Y BREVE RESEÑA HISTÓRICA 

 

El término Medicina Regenerativa fue introducido por primera vez en 

1992 por L. Kaiser en un manuscrito que trataba sobre el impacto de las 

futuras tecnologías en los hospitales [1], aunque fue William Haseltine quien 

popularizó este término. El Dr. Haseltine, fundó en 1992 la compañía “Human 

Genome Sciences”, la primera empresa que ha utilizado la medicina genómica 

para el diseño de medicinas basadas en los genes humanos. En marzo de 

2000 fundó “e-biomed: The Journal of Regenerative Medicine” (ahora una 

revista discontinuada) y en diciembre del mismo año presidió la primera 

conferencia anual sobre Medicina Regenerativa, "Regenerative Medicine: A 

Unique Approach to Healing". 

 

Aunque en términos generales se puede definir la Medicina Regenerativa como 

el proceso de reemplazar o regenerar las células, tejidos u órganos para 

restaurar la función normal de los mismos, lo cierto es que aún no existe un 

consenso en su definición. Una de las definiciones que más se acercaría a 

dichos objetivos es la que proponen Daar y Greenwood: “La Medicina 

Regenerativa es un campo emergente interdisciplinario de investigación y de 

aplicaciones clínicas enfocadas a la reparación, reposición o regeneración de 

células, tejidos u órganos, para restaurar la función dañada resultante de 

cualquier causa, incluyendo los defectos congénitos, enfermedad, y trauma”. 

Utiliza una combinación de abordajes tecnológicos que van más allá del 

tradicional trasplante y terapias de reemplazo, y que incluyen: el uso de 

células troncales (stem), células progenitoras u otros tipos celulares (Terapia 

Celular); la inducción de la regeneración por moléculas biológicamente activas, 

administradas solas o como secreción de células infundidas (Terapia de 

Inmunomodulación) [2, 3]; y el trasplante de tejidos u órganos crecidos in 
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vitro (Ingeniería Genética y/o Ingeniería de Tejidos). Dentro de esta 

novedosa área, las terapias basadas en la utilización de células stem para la 

reparación y regeneración de diversos tejidos y órganos ofrecen un cambio de 

paradigma en la medicina actual, que podría proporcionar soluciones 

terapéuticas alternativas a un gran número de patologías intratables 

actualmente. 

 

Sobre la base de estos conceptos, sería injusto no mencionar a E. Donnall 

Thomas, pionero en la realización de trasplantes de médula ósea [4, 5], lo 

que le valió el Premio Nobel en 1990. A mediados de los años 1970 se 

empezaron a realizar trasplantes de médula ósea en pacientes con anemia 

aplásica, y ya en 1980 y 1990 se extendió este tipo de terapia a pacientes 

con una amplia variedad de enfermedades malignas [6]. En la actualidad se 

utiliza el término “trasplante de progenitores hematopoyéticos”, en lugar de 

“trasplante de médula ósea”, pues son varias las fuentes utilizadas, médula 

ósea, sangre periférica movilizada y sangre de cordón umbilical/placenta 

(SCU). 

 

Han pasado ya más de 50 años desde que los primeros experimentos 

realizados en ratones dieran pie a los primeros trasplantes en humanos [7]. 

El campo de los trasplantes de los progenitores hematopoyéticos ha sido el 

motor en los progresos realizados en la identificación y purificación de la 

célula troncal hematopoyética (HSC, hematopoietic stem cell), en el diseño de 

vectores virales y retrovirales que aumenten la eficiencia de la transferencia 

génica en las células stem y en el diseño de animales de experimentación 

inmunodeprimidos. Por todo ello, y aunque la Medicina Regenerativa, entendida 

como un concepto nuevo, empieza su andadura en los albores del año 2000, 
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se puede decir sin lugar a dudas que empezó a finales de 1960 y principios 

de 1970 [8-10]. 

 

2. LAS CÉLULAS STEM 

 

Una célula stem es una célula primitiva que tiene la capacidad de 

reproducirse (autorrenovación) y dar origen a células más especializadas 

(células diferenciadas). Se pueden considerar dos tipos de célula stem, las 

embrionarias y las de adulto. Con muy pocas excepciones, las células stem 

de tejidos fetales o adultos solo dan lugar a un limitado número de células 

diferenciadas. Estas limitaciones en el desarrollo son críticas para el 

mantenimiento de la integridad de los tejidos. Por el contrario las células stem 

embrionarias son por naturaleza mucho más versátiles. 

 

2.1. Células stem embrionarias 

Las células stem embrionarias derivan de la masa celular interna del 

blastocisto y son capaces de generar todas las células diferenciadas de todos 

los tejidos del organismo, pero son incapaces de producir un nuevo individuo. 

Por ello, son pluripotentes y no totipotentes. Una célula totipotente sería 

aquella célula que puede dar origen a un nuevo individuo si se le suministra 

un soporte materno adecuado. En el caso del ratón, las células totipotentes 

persisten solo hasta el estadio de 8 células. Mantenidas en las condiciones 

apropiadas, las células stem embrionarias son inmortales, pudiendo crecer de 

manera infinita y reteniendo su pluripotencialidad. Por ello se han convertido 

en herramientas poderosas para el estudio de muchos aspectos de la biología 

celular y por su potencial uso en terapia celular. Sin embargo, existen al 

menos tres retos significativos que deben superarse antes de que se puedan 

aplicar en la clínica: el primero es el de poder generar un número suficiente 

21



Introducción 

 

del tipo celular deseado en forma pura; el segundo es entender qué tipo de 

células hay que suministrar y en qué forma hay que administrarlas; y por 

último es el de evitar su rechazo por el sistema inmune [11]. 

 

2.2. Células stem del adulto 

Las células stem embrionarias generan un segundo grupo de células, 

denominadas células stem específicas de órgano o de tejido. Estas células 

generan todos los tipos celulares que forman el tejido, y por ello son 

multipotentes (Figura 1). A diferencia de las embrionarias, tienen menor 

capacidad de autorrenovación, en parte debido a que no poseen tanta 

telomerasa [11]. 

 
 

Figura 1. Modelo de división asimétrica de la célula stem. En su nicho, la célula stem 
experimenta divisiones asimétricas que dan lugar a una nueva célula stem y a otra 
célula que al salir del nicho se divide produciendo células progenitoras, las cuales a 
lo largo de las múltiples divisiones celulares dan lugar a las células diferenciadas. 
Imagen tomada de Gordon J Strewler IBMS BoneKEy 2008;5308–322. 

El prototipo de célula stem del adulto es la HSC. Está ampliamente aceptado 

que una célula stem debe cumplir cuatro requisitos: 1) capacidad de 

autorrenovación, necesaria para mantener la población stem; 2) capacidad de 

generar células hijas comprometidas en el proceso de diferenciación 
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(mantenimiento de la estirpe celular); 3) capacidad de repoblar y restaurar 

la funcionalidad del tejido de origen cuando se trasplantan en un huésped con 

dicho tejido dañado; y 4) contribuir al mantenimiento de la progenie 

diferenciada en el tejido de origen, aún en ausencia de daño (Figura 2). 

 

 

 

Figura 2. Definición de célula stem. Imagen tomada de CM Verfaillie. Hematology 
2002. 2002:511-523. 
 

Se han identificado muchas células stem en el adulto, siendo las más 

ampliamente estudiadas las hematopoyéticas, las neurales de las que derivan 

las neuronas, astrocitos y oligodendrocitos, y las mesenquimales que dan 

origen a las células que forman los tejidos mesodérmicos. 

 

La biología de las células stem fue durante años un área de la ciencia 

bastante restringida. Baste recordar que el establecimiento de cultivos de 

células pluripotentes de ratón fue descrito en 1981 [12, 13]. Sin embargo, a 

raíz de la clonación de la oveja Dolly en 1997 [14] y el establecimiento de 

las líneas celulares embrionarias humanas en 1998 [15, 16], la investigación 
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en células stem se ha convertido en tema de discusión, con implicaciones 

religiosas, éticas, políticas y económicas. Nunca en la historia de la 

investigación biomédica los descubrimientos científicos tuvieron tanta repercusión. 

 

2.2.1. Célula stem hematopoyética 

La HSC fue la primera célula stem identificada. Los ensayos realizados 

por J. Hill, E. McCullough y L. Siminovitch en 1963 [17, 18] aportaron 

evidencias de su existencia en la médula ósea, a la vez que demostraron su 

capacidad de autorrenovación y de diferenciación multilinaje. Este 

descubrimiento marcó el inicio de la actual investigación en células stem. 

 

La hematopoyesis es un proceso jerárquico iniciado por las HSC que, 

progresivamente, y a través de la generación de progenitores más 

comprometidos, finaliza con la generación de las células diferenciadas (Figura 

3). 

 

 
Figura 3. Linaje hematopoyético. Las HSC se pueden dividir en HSC de largo plazo 
(LT-HSC) y en HSC de corto plazo (ST-HSC), que se diferencian en 
progenitores multipotentes (MPP), los cuales a su vez se diferencian en progenitores 
mieloides (CMP) y linfoides (CLP) que darán lugar a todas las células 
hematopoyéticas. Imagen tomada de Passegué E y cols. PNAS 2003; 100:11842-
11849. 
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Aunque el concepto de HSC era ya conocido, la incorporación de la citometría 

de flujo ha sido vital para su identificación y aislamiento. En los ratones, las 

HSC se han purificado hasta casi la homogeneidad, y según la expresión de 

antígenos de membrana, la HSC expresa CD45, Thy1.1, cKit y Sca-1, no 

expresa antígenos de linaje (Lin) [19], y no tiene una elevada expresión de 

CD34 [20]. Además, se pueden purificar por su capacidad para excluir el 

Hoechst vía el transportador ABC Bcrp1 [21] y por ello, cuando se analizan 

por citometría de flujo, están presentes en la denominada "side population" 

[22]. 

 

En humanos, también se pueden utilizar los criterios de la "side population" 

para purificar las HSC [23]. Al igual que en ratón, las HSC son Lin-CD45+, 

expresan c-kit y Thy1.1 y no expresan CD38, pero a diferencia de lo 

observado en ratón, la mayoría de las HSC están presentes en la 

subpoblación celular CD34+ [24-26]. 

 

No obstante, hasta la fecha, las combinaciones de marcadores usados no 

permiten aislar poblaciones celulares discretas, pues en la mayoría de los 

casos la expresión de algún antígeno, como puede ser la del CD38 y la del 

CD90 suele ser bastante continua. Para determinar el contenido en HSC hay 

que realizar ensayos retrospectivos. El mejor ensayo in vivo requiere del uso 

de animales inmunodeprimidos letalmente irradiados. Solo aquellas células 

hematopoyéticas que sean capaces de restaurar la hematopoyesis serán HSC. 

A estas células se las llama unidades de repoblación competitiva (CRU, 

competitive repopulating units), o HSC de largo plazo (LT-HSC, long-term 

HSC). La mejor aproximación in vitro consiste en determinar las células 

iniciadoras de cultivo a largo plazo (LTC-IC, long-term culture-initiating 

cells), mediante ensayos de dilución límite. Para ello, las células en estudio 
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se cultivan sobre una monocapa celular capaz de sustentar la hematopoyesis. 

Todas aquellas células capaces de producir colonias hematopoyéticas 

transcurridas 6 semanas serán LTC-IC. 

 

El modelo animal más ampliamente utilizado es el NOD/SCID (non-obese 

diabetic/severe combined immunodeficiency). Su uso ha permitido demostrar 

que en hígado fetal humano las HSC están contenidas en la "side population" 

y son CD34+CD38- [27]. Más recientemente, usando el NOD/SCID/IL-2R� 

null strain (NOG), que exhibe mayor capacidad de injerto para las HSC 

humanas, el grupo de Weissman [28] ha demostrado que las HSC están 

contenidas en la subpoblación celular Lin-CD34+CD38-CD90+CD45RA-, 

mientras que los progenitores multipotentes estarían contenidos en la 

subpoblación celular Lin-CD34+CD38-CD90-CD45RA-. 

 

Los progenitores hematopoyéticos multipotentes, capaces de producir toda la 

estirpe mieloide, eritroide y linfoide y que tienen la capacidad de restaurar la 

hematopoyesis a corto plazo se denominan HSC de corto plazo (ST-HSC, 

short-term HSC), y se determinan como Unidades Formadoras de Colonias 

(CFU, colony-forming units). Para ello, las células de interés se siembran 

en un medio semisólido enriquecido en citocinas o factores de crecimiento 

hematopoyéticos, que permiten la generación de las colonias hematopoyéticas. 

Transcurridas 2-3 semanas, se determina el número de progenitores 

hematopoyéticos. 

 

En humanos, la población celular CD34+ parece ser la responsable de la 

actividad hematopoyética de la médula ósea, incluyendo las ST-HSC, las LT-

HSC, y determinadas subpoblaciones celulares hematopoyéticas en expansión. 
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Sin embargo, hay trabajos que demuestran que algunos progenitores muy 

primitivos que no expresan el CD34 son capaces de generar HSC CD34+. 

 

Sato y cols. [29] demostraron, en un elegante trabajo, usando médula ósea 

de ratón y ratones a los que se les había administrado 5-fluoruracilo, que la 

actividad hematopoyética residía tanto en las células CD34+ como en las 

CD34-. Dado que el 5-fluoracilo es tóxico para las células en división, 

depleciona los progenitores hematopoyéticos comprometidos y facilita la entrada 

en ciclo de las HSC quiescentes, los autores sugirieron que se puede inducir 

la expresión del antígeno CD34 en las HSC quiescentes en respuesta a las 

señales de proliferación. Además, demostraron que algunas de las células 

CD34+ cambiaron a un fenotipo CD34- tras ser trasplantadas. Por ello, es 

posible que el CD34 sea un marcador de HSC activada, pero no de todas 

las HSC (Figura 4). Sin embargo, en humanos los resultados obtenidos son 

un tanto contradictorios, pues si bien hay grupos que han demostrado la 

existencia de HSC CD34- [23, 30, 31], otros no han detectado actividad 

hematopoyética en las células CD34-CD38- de hígado fetal [27]. Más 

recientemente, Ciraci y cols. [32] han demostrado que las células Lin-CD45-

CD34-CD133- no tienen actividad hematopoyética in vivo, pero si pueden 

reconstituir la hematopoyesis y generar células endoteliales en ratones 

NOD/SCID, después de ser co-cultivadas durante 6 semanas sobre un 

estroma que soporta la hematopoyesis. 
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Figura 4. Modelo propuesto para la expresión del antígeno CD34 en las HSC de la 
médula ósea. Imagen tomada de Goodell MA. Blood 1999; 94:2545-2547, basada 
en las conclusiones de Sato y cols. Blood 1999;94:2548. 
 

2.2.2. Célula stem mesenquimal 

El término célula troncal mesenquimal (MSC, mesenchymal stem cell) 

hace referencia a las células progenitoras mesenquimales del adulto con el 

potencial para producir una progenie, que se diferenciará a su vez para dar 

origen a una variedad de células de estirpe mesodérmica, que forman los 

tejidos mesenquimales. La presencia de células progenitoras mesenquimales en 

la médula ósea aparece ya documentada a finales del siglo XIX en los 

trabajos de Goujon y Biakow. Estos autores fueron los primeros en demostrar 

el potencial osteogénico de las mismas en trasplantes heterotópicos de médula 

de conejo. Ya en la década de 1960, varios grupos (Danis, Petrakova y 

cols., y Friedenstein y cols.) demostraron que la médula ósea tenía 

capacidad para formar hueso y cartílago. En 1973 el grupo de Friedenstein 

demostró que el potencial osteogénico de la médula ósea era una propiedad 

de unas pocas células a las que llamó Unidades Formadoras de Colonias de 
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fibroblastos (CFU-f, colony forming units of fibroblasts). Años más tarde este 

grupo demostró que las CFU-f generaban el microentorno hematopoyético. La 

primera prueba de la existencia de una célula stem en la médula ósea fue 

presentada por Owen en 1978. Este autor propuso un modelo para el linaje 

estromal que incluía las células stem, los progenitores comprometidos y las 

células ya diferenciadas como las reticulares, los fibroblastos, los adipocitos y 

las células con potencial osteogénico [33]. Finalmente, en 1991 Caplan [34] 

propuso la existencia de una MSC con capacidad para diferenciarse en 

múltiples fenotipos mesenquimales (Figura 5). 

 

 

 

Figura 5: Capacidad multilinaje de las MSC. Imagen tomada de Caplan AI, Dennis JE. 
J Exp Med 2000;191:1-4. 
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2.2.3. Origen de las MSC 

El término MSC está basado en la hipótesis de que los tejidos de 

origen mesodérmico podrían estar formados por MSC postnatales. Sin 

embargo, y aunque los ensayos de dilución límite o el uso de CFU-f han 

demostrado la multipotencialidad de las MSC de médula ósea [33, 35, 36], 

el potencial no-esquelético de una única MSC no ha sido demostrado in vivo. 

Además, durante la organogénesis prenatal aquellos tejidos que en principio 

podrían estar relacionados con el linaje de las MSC, se forman a partir de 

progenitores distintos, y no a partir de un ancestro común. En la actualidad, 

aspectos tales como el origen de las MSC residentes en la médula ósea, la 

existencia de una población homogénea de MSC en los tejidos derivados del 

mesodermo, y el establecimiento de un linaje celular a partir de las MSC, tal 

como ocurre con las HSC siguen suscitando una gran controversia. 

 

Se postulan varios mecanismos para la llegada de las MSC a la naciente 

médula ósea en la etapa prenatal: 1) las MSC llegan al hueso en desarrollo 

en el momento de la formación de la vasculatura; 2) migran al espacio 

después de la vascularización, aprovechando la trayectoria de los vasos, es 

decir, desde el periostio; y 3) llegan junto con la propia sangre, lo que 

justificaría la existencia de MSC en la circulación. 

 

Los dos primeros mecanismos postulan la hipótesis de que las MSC podrían 

tener su origen en los pericitos. Los pericitos del periostio están en la región 

anatómica correcta para la migración de las MSC, están íntimamente asociados 

a los capilares, expresan marcadores de músculo liso y se pueden diferenciar 

en osteoblastos, células de músculo liso, adipocitos y condrocitos. En este 

modelo (Figura 6), las MSC y los pericitos formarían parte de un linaje 

celular del músculo liso de la vasculatura [33, 35, 37]. 
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Figura 6. Modelo propuesto para demostrar que los pericitos pueden servir como 
reservorio de progenitores específicos de tejido. A) Durante el desarrollo, los 
osteoblastos en la médula ósea se asocian con la pared vascular como pericitos. En 
la etapa postnatal estas células pueden actuar como progenitores clonogénicos 
esqueléticos. B) los vasos sanguíneos se asocian con los progenitores miogénicos en 
el músculo en desarrollo para convertirse en pericitos. En el adulto, los pericitos 
aislados de la microvasculatura del músculo esquelético pueden exhibir potencial 
miogénico. Imagen tomada de Bianco y cols. Cell Stem Cell 2008;2(4):313–319. 
 
 
2.2.4. Plasticidad de las células stem del adulto 

Las células stem embrionarias retienen cierto grado de plasticidad, es 

decir, la capacidad de transdiferenciarse o desdiferenciarse y rediferenciarse en 

células de otras capas germinales. Sin embargo, hay varios estudios en la 

literatura que sugieren que la plasticidad de las células stem del adulto 

(Figura 7) puede ser un fenómeno más común de lo que se había pensado 

inicialmente. 
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Figura 7. Plasticidad de la célula stem. Imagen tomada de Verfaillie CM. Hematology 
(Am Soc Hematol Educ Program) 2002:369-391. 
 

Varios son los mecanismos (Figura 8) que pueden explicar la aparente 

plasticidad: 1) múltiples células stem específicas de tejido están presentes en 

diferentes órganos; 2) la plasticidad es el resultado de la fusión entre la 

célula huésped y la del donante; 3) las células sufren un proceso 

desdiferenciación y rediferenciación y 4) existen en realidad células stem de 

adulto pluripotentes en la vida postnatal [8, 33, 35, 37]. 

 

 

 

Figura 8. Mecanismos propuestos para la plasticidad de las células stem. Imagen tomada 
de Verfaillie CM. Hematology (Am Soc Hematol Educ Program) 2002:369-391. 
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Es un hecho conocido que las HSC salen de su nicho medular, entran en la 

circulación y pueden anidar en diferentes órganos, por lo tanto las HSC 

podrían encontrarse en otros tejidos. Un ejemplo de ello lo constituyen los 

experimentos llevados a cabo por el grupo de M. Goodell. Estos autores 

describieron que la población celular "side population" del músculo poseía 

actividad hematopoyética [38], pero más tarde demostraron que dicha 

actividad derivaba en realidad de la médula ósea y no del músculo [39,40]. 

Otros grupos demostraron que las células de la médula ósea se diferenciaban 

en células de origen neural [41, 42], en hepatocitos [43] o contribuían a la 

formación de quimeras de hepatocitos y células endoteliales en los sinusoides 

hepáticos [44]. En muchos de los trabajos se utilizó médula ósea como 

fuente de HSC, pero se sabe que la médula ósea está compuesta por HSC, 

progenitores endoteliales y una variedad de células entre las que se incluyen 

las MSC, que conforman el estroma que actúa como nicho de las HSC, por 

lo que no se puede descartar que también existan otros progenitores, 

responsables de la plasticidad observada. 

 

Un hecho que distingue el linaje de las MSC del de las HSC es que las 

vías de diferenciación no están estrictamente delineadas, ya que 

aparentemente, células completamente diferenciadas de una estirpe concreta 

tienen el potencial para convertirse en células de otra estirpe. El modelo 

estocástico de represión/inducción propuesto por Dennis y Charbord [45] 

podría explicar tal plasticidad (Figura 9). Los autores proponen que las MSC 

están caracterizadas por un estado molecular basal con potencial para la 

diferenciación, que podría surgir de una serie de eventos durante el desarrollo 

(metilación del ADN, modificaciones en la cromatina, etc), que a su vez 

silenciarían los genes, dando como resultado una colección de células stem 

con un número diferente de genes (estromagénicos, osteogénicos, 
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condrogénicos y adipogénicos) no silenciados y disponibles para la activación. 

Según este modelo, los eventos genéticos, que incluyen los factores de 

transcripción, serían más importantes en el compartimento de las MSC, 

mientras que los factores externos (hormonas, citocinas, moléculas de 

adhesión, etc) serían los que regularían el cambio entre linajes. 

 

 

 
Figura 9. Modelo estocástico de represión/inducción para las MSC. La presencia de un 
grupo de genes “Gene Set” en el núcleo indica el potencial para expresar ese 
fenotipo. Los colores del citoplasma reflejan la expresión del fenotipo de los diferentes 
linajes. Un citoplasma con varios colores indica un fenotipo intermedio. Imagen 
tomada de Dennis JE, Charbord P. Stem Cells 2002;20:205-214. 
 

Por último hay evidencias que apoyan la hipótesis de que las células stem 

pueden persistir en el adulto, después de la embriogénesis. Así, distintos 

grupos han identificado células stem o progenitoras en el hígado [46-48], y 

Suzuki y cols. [49], aislando células de hígado fetal y expandiéndolas a nivel 

clonal, demostraron que podían reconstituir el hígado, el epitelio biliar, el del 

páncreas y el del tracto gastrointestinal. También se ha demostrado la 
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existencia de células stem cardiacas que pueden regenerar el miocardio [50]. 

Por otra parte, el grupo de Verfaillie [51] demostró que las células 

denominadas células progenitoras multipotentes del adulto (MAPC, multipotent 

adult stem cells), que se purificaban con las MSC de la médula ósea, 

podían a nivel celular, diferenciarse in vitro en células de estirpe mesodérmica, 

endodérmica y ectodérmica. 

 

2.2.5. Las MSC en Medicina Regenerativa 

La demostración de que las MSC de médula ósea se injertaban en 

varios tejidos no hematopoyéticos tales como el hueso, cartílago y pulmón de 

ratones letalmente irradiados [52], y que se diferenciaban en osteoblastos 

competentes para la producción de la matriz ósea [53], suscitó de inmediato 

su uso terapéutico. La primera aplicación terapéutica de las MSC se llevó a 

cabo en niños con osteogénesis imperfecta. Tras el trasplante de las MSC, 

se observó una reducción en la frecuencia de fracturas óseas [54]. En la 

actualidad las MSC se están investigando para su aplicación en ingeniería de 

tejidos, particularmente para reparación de tejido esquelético [55]. 

 

Un hecho de gran trascendencia clínica fue el aportado por Caplan y cols. 

Estos autores demostraron que las MSC de médula ósea co-trasplantadas con 

HSC permitían una rápida recuperación de la hematopoyesis en pacientes con 

cáncer de mama avanzado [57]. Poco después se demostraría que las MSC 

trasplantadas anidaban en la médula [56] y facilitaban el injerto de las HSC 

[58]. En la actualidad las MSC están empezando a ser utilizadas para 

mejorar el prendimiento de las HSC en los trasplantes de progenitores 

hematopoyéticos. 
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Más recientemente, se ha demostrado que las MSC tienen propiedades 

inmunosupresoras [59], habiéndose identificado varios mediadores cuya 

señalización conduce a la inhibición de la proliferación de los linfocitos T 

CD4+ y CD8+, de los linfocitos B y las NK, y a la generación de linfocitos 

T reguladores (Figura 10) [60]. Sin embargo, se ha demostrado en 

modelos animales, que la inmunosupresión sistémica puede favorecer el 

crecimiento del tumor [61]. Estas propiedades inmunomoduladoras son la base 

de la utilización de las MSC para reducir la incidencia de la enfermedad de 

injerto contra huésped (EICH) tras el trasplante alogénico de progenitores 

hematopoyéticos [62], para el tratamiento de la EICH refractaria a la terapia 

inmunosupresora convencional [63], y para el tratamiento de enfermedades 

autoinmunes [64, 65]. 

 
 
Figura 10: Efecto inmunosupresor de las MSC. Tras la activación, las MSC inhiben la 
proliferación de linfocitos B, T y NK. La secreción de IL-6 estaría implicada en la 
inhibición de los neutrófilos, así como en la inhibición de la maduración de las 
células dendríticas (DC). Las DC inmaduras inducirían la formación de células Treg, 
generando por tanto un nicho inmunomodulador o permisivo. Imagen tomada de 
Djouad, F. y cols. Nat. Rev. Rheumatol. 2009;5:392-399. 
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De todas las aplicaciones terapéuticas de las MSC, quizás sea la 

angiogénesis terapéutica una de las más estudiadas, probablemente porque la 

enfermedad cardiovascular sigue siendo la primera causa de muerte en los 

países industrializados. Aunque en muchos de los ensayos clínicos realizados 

se han observado efectos beneficiosos, los estudios realizados con animales 

de experimentación han demostrado que son muy pocas las células que 

permanecen en la zona infartada o isquémica [66], quizás por la falta de 

una señalización adecuada o porque el microentorno es demasiado hostil para 

su supervivencia, habiéndose sugerido que el beneficio obtenido está mediado 

por factores paracrinos [67]. Otra de las patologías vasculares en las que la 

terapia celular está siendo beneficiosa es la isquemia crítica de miembros 

inferiores [68]. 

 

Se han postulado varios mecanismos para explicar la bondad de las MSC: 

capacidad de secretar citocinas y factores de crecimiento que, además de 

favorecer la angiogénesis, estimularían el reclutamiento de células stem 

endógenas; aporte de antioxidantes, secuestradores de radicales libres y 

proteínas de choque térmico o chaperonas que facilitarían la eliminación de 

sustancias tóxicas y la recuperación de las células dañadas; posibilidad de ser 

trasplantadas como células diferenciadas; y por último su capacidad 

inmunosupresora (Figura 11). 

 

Aunque en la actualidad son ya muchos los ensayos clínicos que se están 

realizando con MSC de médula ósea, y varias las empresas que están 

comercializando el producto final para trasplante alogénico en muy diversas 

patologías [69], lo cierto es que la obtención de las MSC a partir de la 

médula ósea presenta ciertos problemas, como son el dolor, la morbilidad y 

un bajo rendimiento celular al final del proceso de extracción. Ello ha llevado 
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a muchos investigadores a la búsqueda de fuentes alternativas. En la 

actualidad se han aislado células de similares características a las MSC de 

médula ósea en músculo esquelético [70], tejido adiposo [71], cordón 

umbilical [72], pulpa dentaria [73], membrana sinovial [74], sistema 

circulatorio [75] y líquido amniótico [76], entre otros. La lista excede a más 

de 30 órganos. 

 

 

 

Figura 11: Efecto inmunomodulador y trófico de las MSC. A) Activación secuencial de 
los pericitos en respuesta a un insulto. Tras la activación inmune las MSC activadas 
se comportan como “MSC medicinales” liberando factores y transformando el medio 
en un microentorno regenerativo. B) Las moléculas bioactivas secretadas por las 
MSC pueden ser inmunomoduladoras y también generadoras de un poderoso campo 
trófico. Imagen tomada de Caplan AI, and Correa D. Cell Stem Cell 2011;9:11-15. 
 

Según Gimble y cols. [77] para que las células stem puedan ser utilizadas 

con fines médicos deben cumplir los siguientes criterios: 

1. Encontrarse en cantidades muy abundantes (millones a billones de células) 

2. Poderse obtener por procedimientos mínimamente invasivos. 

3. Poderse diferenciar en múltiples linajes celulares de manera regulable y 

reproducible. 
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4. Poderse trasplantar en forma autóloga o alogénica. 

5. Ser manipulables de acuerdo a las actuales Guías de Buena Práctica 

(GMP, good manufacturing practice). 

 

3. EL TEJIDO ADIPOSO: UNA FUENTE RICA EN MSC 

3.1. Aislamiento de las células del estroma 

Los métodos iniciales para aislar las células del tejido adiposo fueron ya 

descritos en la década de 1960 [78, 79]. Los autores incubaron los 

fragmentos de tejido con colagenasa, centrifugaron para eliminar la población 

de adipocitos maduros y al botón celular resultante le llamaron fracción 

vascular estromal (FVE). Años más tarde, Zuk y cols. [71] demostraron por 

vez primera que las células adherentes de la FVE tenían capacidad de 

diferenciación multilinaje, y al igual que sucede con las MSC de médula ósea, 

los clones de células presentaban diferentes potenciales de diferenciación [80]. 

La disponibilidad del tejido, la facilidad de su obtención por procedimientos 

mínimamente invasivos y su alto contenido en MSC (la frecuencia de las 

MSC en las células nucleadas es 500 veces superior a la de la médula 

ósea), han convertido al tejido adiposo en una fuente de MSC, alternativa a 

la médula ósea [81]. 

 

3.2. Consideraciones sobre el tejido adiposo 

El tejido adiposo deriva del mesodermo. A nivel microscópico, ya se 

tiene evidencia de la presencia de adipocitos en el segundo trimestre de 

gestación [82]. Queda por demostrar si el origen de los progenitores 

adipogénicos se correlaciona con el de las células endoteliales, los pericitos o 

el compartimento estromal [83]. Macroscópicamente, se pueden distinguir 5 

tipos diferentes de tejido adiposo con diferentes funciones biológicas: marrón o 

grasa parda (termogénico); mamario (aporta nutrientes durante la lactancia); 
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de soporte mecánico; de la médula ósea (ocupa el espacio que ya no tiene 

actividad hematopoyética y aporta citocinas para la actividad osteogénica y 

hematopoyética); y finalmente el tejido adiposo blanco, principal reservorio 

energético y el órgano endocrino más grande de todo el organismo, que 

secreta entre otras hormonas, adiponectina, leptina y resistina, además de 

citocinas y factores de crecimiento. Este tejido es uno de los más grandes y 

plásticos de todo el organismo y a lo largo de la vida del individuo pasa por 

periodos de expansión y contracción. Por ello, no es sorprendente que sea 

uno de los tejidos más vascularizados de todo el cuerpo. Existe una estrecha 

relación anatómica y fisiológica entre los vasos sanguíneos, las células 

perivasculares y los precursores de adipocitos (Figura 12). Al mismo tiempo, 

la vasculatura puede tener un papel causal en las funciones fisiológicas del 

tejido adiposo, controlando el número de microvasos y la remodelación de los 

vasos existentes. De hecho, se ha demostrado que la angiogénesis modula la 

adipogénesis y la obesidad [84]. 

 

 

Figura 12: Dibujo esquemático de los componentes del tejido adiposo. Imagen tomada 
de Schaffler A y cols. Nat Clin Pract Gastroenterol Hepatol 2005;2:103–111. 
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3.3. FVE del tejido adiposo. Inmunofenotipo 

La FVE está formada por una población de células muy heterogénea. 

Muchos grupos independientes han analizado la expresión de los antígenos de 

membrana de las células que componen la FVE, existiendo bastante 

uniformidad en los resultados [77]. Aunque en experimentación animal se ha 

utilizado el tejido adiposo marrón, el visceral y el subcutáneo, la práctica 

totalidad de los estudios realizados con tejido adiposo humano hacen 

referencia al tejido adiposo subcutáneo. 

 

De los distintos marcadores de superficie usados para distinguir las poblaciones 

celulares contenidas en la FVE, uno de los más utilizados ha sido el CD31 y 

el HLA-DR, moléculas que también se expresan en las células endoteliales. 

Estas moléculas separan a las células de la FVE en dos subpoblaciones 

celulares: las células CD31+HLA-DR+, que no proliferan en las condiciones 

estándar de cultivo establecidas para las MSC, y las células CD31-HLA-DR-, 

que al cabo de unos pocos subcultivos se asemejan a las MSC de médula 

ósea. Los análisis de transcripción muestran que las células CD31+HLA-DR+ 

sobreexpresan transcritos asociados con el endotelio venoso y arterial, por lo 

que deben corresponder a células de la microvasculatura [85]. 

 

El perfil de expresión génica y de moléculas de superficie cambia 

notablemente entre las células recién aisladas y las células cultivadas. El 

cambio más notable es quizás la modulación de la expresión del antígeno 

CD34 que, de ser expresado en las células aisladas, se pierde a medida 

que progresa el cultivo [86]. Al cabo de dos pases sucesivos, las células 

adherentes de la FVE aparecen ya como una población celular homogénea 

que cumple los estándares propuestos por la "International Society for Cell 

Therapy" para definir las MSC. Es decir, son adherentes al plástico, tienen 
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potencial de diferenciación multilinaje y expresan el siguiente perfil antigénico: 

CD105+, CD73+, CD90+, CD11b/CD14-, CD45-, CD34-, HLADR-, 

CD19/CD73b- [87]. Los análisis de proteómica han demostrado que el 

proteoma de las MSC derivadas del tejido adiposo es muy similar al de las 

MSC derivadas de médula ósea. Sin embargo, como ya había sido 

documentado por diferentes grupos, difieren en la expresión de CD34, CD31 y 

también de CD106 [88]. Por otro lado, los estudios con microarrays han 

demostrado que el transcriptoma de las células indiferenciadas de la médula 

ósea y el tejido adiposo es muy parecido. Ambos expresan genes asociados 

a célula stem como Oct4, Rex1 y Sox2 [89]. 

 

3.4. Potencial terapéutico de las células de la FVE del tejido adiposo 

El trasplante de tejido adiposo ha sido tema de estudio desde hace más 

de 100 años. Baste citar que ya en el año 1893 Neuber empleó tejido 

adiposo de los brazos para reconstruir las depresiones en la cara causadas 

por la tuberculosis. Actualmente, las MSC están siendo utilizadas con éxito en 

cirugía de reconstrucción de mama [90], y para cerrar fístulas asociadas con 

la enfermedad de Crohn [91]. Asimismo, hay diversos ensayos clínicos en 

marcha, para determinar su eficacia en lipodistrofias y otras enfermedades 

metabólicas [68, 92, 93]. Al igual que las MSC de médula ósea, pueden 

inhibir la proliferación de los linfocitos T in vitro [94] y son inmunosupresoras 

in vivo [95], y por ello están siendo utilizadas para el tratamiento de 

patologías como la EICH, la enfermedad de Crohn, la artritis degenerativa o 

la esclerosis múltiple. 

 

Aunque está ampliamente demostrado que las MSC derivadas del tejido 

adiposo tienen el mismo potencial de diferenciación multilinaje que las 

derivadas de médula ósea [96, 97] se ha sugerido que tienen mayor 
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capacidad de expansión y están más comprometidas hacia el linaje 

adipogénico, a diferencia de las de médula ósea, que estarían más 

comprometidas hacia una diferenciación osteo-condrogénica [96]. A pesar de 

ello, el desarrollo de nuevos biomateriales está permitiendo su utilización con 

éxito [98]. Quizás, uno de los casos más llamativos sea el documentado en 

el año 2004 en el que la combinación de MSC de tejido adiposo y un 

biomaterial degradable repararon con éxito las fracturas de la calota en una 

niña de 7 años [99]. 

 

3.5. Células angiogénicas en la FVE del tejido adiposo 

En el tejido adiposo los preadipocitos y las células endoteliales están 

íntimamente relacionados [100], por ello no es de extrañar que durante el 

proceso de digestión del tejido, se obtenga un número variable de células, 

cuyo fenotipo corresponde al de las células endoteliales, CD31+HLA-DR+ 

CD144+ y factor von Willebrand positivo [101-105]. Williams y cols. fueron 

pioneros en aislar estas células, y demostrar que podían ser utilizadas para 

mejorar la permeabilidad de los injertos vasculares sintéticos [106-108]. 

 

Por otra parte, varios grupos han demostrado la capacidad de las células de 

la FVE de diferenciarse hacia células endoteliales in vitro. Así, Planat-Benard 

y cols. [103] demostraron que las células CD13+CD34+ de la FVE cuando se 

cultivaban en Matrigel expresaban el CD31 y el factor von Willebrand, y 

Miranville y cols. [101] describieron resultados similares usando células CD31-

CD34+. Además, las células CD31-, en respuesta al factor de crecimiento de 

endotelio vascular (VEGF, vascular endothelial growth factor), expresan 

marcadores de célula endotelial [100, 109]. Tanto las células CD31- como 

las CD31+ han demostrado inducir la angiogénesis en el modelo experimental 

de isquemia de extremidades posteriores [101-104, 110]. 
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Como se ha mencionado anteriormente, los pericitos y las MSC podrían estar 

íntimamente relacionados. Traktuev y cols. han demostrado que las células 

derivadas de la población celular CD34+ de la FVE del tejido adiposo exhiben 

un fenotipo y se comportan como verdaderos pericitos, estabilizando los vasos 

en un modelo de angiogénesis in vitro [111]. Más recientemente, estos 

autores han demostrado que las células aisladas de la FVE cuando se co-

implantan con células endoteliales inducen una robusta angiogénesis [112]. Si 

bien las células de la FVE secretan todo un panel de moléculas angiogénicas 

[84, 104, 110], lo que favorece la angiogénesis en la zona del inóculo, lo 

más importante es que se sitúan en la periferia de los vasos recién 

formados, estabilizándolos [112]. 

 

La angiogénesis y la adipogénesis son dos procesos íntimamente relacionados 

durante la vida prenatal y postnatal [84, 100, 113]. Además, se ha 

propuesto que las células CD34+CD31- de la FVE representan un precursor 

común para los adipocitos y las células endoteliales [103]. En el tejido 

adiposo en expansión, la angiogénesis se induce rápidamente [84, 104]. Sin 

embargo, los progenitores endoteliales circulantes, es decir, provenientes de la 

médula ósea, no contribuyen de un modo significativo a la neovascularización 

[114], por lo que el estroma del tejido podría contener células progenitoras 

endoteliales que satisfarían las necesidades del propio tejido. Así, se ha 

descrito que las células CD34+CD31+, al secretar factor derivado del estroma-

1 (SDF-1, stromal derived factor-1) inducen la quimiotaxis de las células 

CD34+CD31-, que expresan CXCR4, y su diferenciación endotelial [115], 

poniendo de manifiesto la estrecha relación existente entre las células 

endoteliales y sus precursores en el nicho estromal. 
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Además, se ha descrito que las células CD34+CD90+ no solo tienen una gran 

capacidad de proliferación sino que se diferencian en células endoteliales 

cuando se siembran en metilcelulosa [116], lo que demuestra que la FVE 

contiene precursores mesodérmicos con más potencial del que se había 

asumido inicialmente. 

 

3.6. Identificación de células hemangioblásticas en la FVE del tejido adiposo 

humano 

En la ontogenia temprana, la formación de una primitiva red endotelial 

en los tejidos extraembrionarios y en el propio embrión está estrechamente 

asociada con la hematopoyesis primitiva, habiéndose postulado la existencia de 

un precursor mesodérmico común denominado hemangioblasto (Figura 13) 

[117]. 

 
 
Figura 13. El hemangioblasto (A) es un progenitor del mesodermo con capacidad 
para generar células endoteliales (B) y células hematopoyéticas (C), bien 
directamente, bien a través de un endotelio hemogénico (D). Imagen tomada de 
Péault B. Blood 2010;16:2864-2865. 

 

Los sistemas de cultivo de las células stem embrionarias han permitido aislar 

una población celular que expresa el receptor 2 del VEGF (KDR/flk1) que 

contiene a las células formadoras de colonias de blastos o hemangioblastos, 
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cuyos cultivos clonales generan células endoteliales y hematopoyéticas [118-

122]. Aunque durante tiempo se consideró que estos precursores 

mesodérmicos tenían un carácter muy primitivo y por tanto no debían existir 

en la vida adulta, se han identificado células CD34+KDR+ con capacidad para 

generar colonias mixtas hemato-endoteliales en la SCU y en la médula ósea 

de adulto [123, 124]. Si su presencia en la vida adulta es una reminiscencia 

de la vida prenatal, o si por el contrario permanecen en el nicho medular 

para generar HSC y mantener así la hematopoyesis a lo largo de la vida del 

individuo queda por demostrar. 

 

En nuestro laboratorio se demostró que la FVE del tejido adiposo humano 

contenía células CD45-KDR+CD34+/- de muy pequeño tamaño y escasa 

granularidad, según parámetros citométricos, con una relación núcleo/citoplasma 

muy alta, que cuando se cultivaban en un medio semisólido enriquecido en 

factores hematopoyéticos y conteniendo VEGF, factor de crecimiento semejante 

a la insulina (IGF, insulin-like growth factor), factor de crecimiento 

epidérmico (EGF, epidermal growth factor) y factor de crecimiento para 

fibroblastos básico (bFGF, basic fibroblast growth factor) generaban colonias 

mixtas de células endoteliales y hematopoyéticas (Figura 14), Asimismo, se 

demostró que las células CD45- eran capaces de generar CFU, existiendo 

una muy buena correlación entre el número de CFU y el número de células 

CD45-KDR+. En otra serie de experimentos se comprobó que la actividad 

hematopoyética estaba restringida a las células CD45-CD105+. Estos hallazgos 

permitieron demostrar que la FVE del tejido adiposo contiene precursores 

mesodérmicos muy primitivos con capacidad hemangioblástica [125]. 
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Figura 14. Las células CD45-KDR+ generan colonias mixtas de células endoteliales y 
hematopoyéticas. A) Tinción May-Grünwald-Giemsa de las células CD45-KDR+ 
(amplificación original 63x). B) Imagen de contraste de fases de las colonias 
mixtas hemato-endoteliales (amplificación original: imagen de la izquierda 10x; imagen 
de la derecha 20x). Imagen tomada de Miñana MD y cols. Stem Cells 
2008;26:2696-2704. 
 

A la vista de estos resultados, y teniendo en cuenta las consideraciones 

anteriormente expuestas, se plantean dos cuestiones básicas: 

 
a) ¿Las CFU generadas por las células CD45- de la FVE derivan de 

progenitores hematopoyéticos, que originados en la médula ósea entran en 

circulación y anidan el tejido, o bien tienen su origen en el propio tejido 

adiposo? 

 

b) Tiene la subpoblación celular CD45+ de la FVE actividad hematopoyética? 

 

 

AA
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OBJETIVOS 

 

Por ello, en el presente trabajo se planteó dar respuesta a esas 

cuestiones, a la vez que determinar la capacidad angiogénica de las 

subpoblaciones celulares aisladas de la FVE, en comparación con las MSC 

generadas en cultivo. Para llevarlo a cabo se abordaron los siguientes 

objetivos: 

 

Objetivo 1: 

Caracterización inmunofenotípica de las células de la FVE del tejido adiposo 

humano. 

 

Objetivo 2: 

Determinación de la actividad hematopoyética in vitro de las distintas 

subpoblaciones celulares de la FVE del tejido adiposo humano. 

 

Objetivo 3: 

Determinación de la expresión de los genes que codifican para factores de 

transcripción hematopoyéticos en las distintas subpoblaciones celulares de la 

FVE del tejido adiposo humano. 

 

Objetivo 4: 

Determinación de la ontogenia de los progenitores eritroides generados por las 

células de la FVE del tejido adiposo humano. 

 

Objetivo 5: 

Determinación de la capacidad angiogénica de las subpoblaciones celulares de 

la FVE del tejido adiposo humano. 
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1. OBTENCIÓN DE LA FVE DEL TEJIDO ADIPOSO HUMANO 
 

Las muestras de tejido adiposo utilizadas a lo largo de este trabajo 

procedieron de pacientes de 30 a 40 años de edad, sometidos a una 

intervención de cirugía plástica (abdominoplastia ó lipectomía abdominal) e 

intervenidos en el Servicio de Cirugía Plástica y Reparadora del Consorcio 

Hospital General Universitario de Valencia (CHGUV). 

 

Las muestras obtenidas en quirófano se trasladaron inmediatamente al 

laboratorio, donde se procesaron en condiciones de esterilidad, en cabina de 

flujo laminar, siguiendo el protocolo descrito por Miñana y cols. [125]. 

 

Brevemente, las muestras se digirieron enzimáticamente con una solución de 

colagenasa tipo I a 37ºC en agitación constante durante 60-90 minutos. Tras 

eliminar los restos de tejido no digerido mediante filtración, se centrifugó la 

muestra para eliminar los adipocitos. La suspensión celular obtenida tras lisar 

los eritrocitos con una solución de cloruro de amonio (NH4Cl 155mM, K2HPO4 

5,7mM y EDTA 2mM) constituyó lo que se denomina fracción vascular 

estromal o FVE (Figura 15). 
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Figura 15: Obtención de la FVE. Imágenes del procesado de la muestra de 
lipectomía, desde su otención hasta el aislamiento de la FVE. 
 
Tras efectuar el recuento celular se procedió al asilamiento de las células de 

interés, o bien se criopreservaron en N2 líquido hasta su uso. En este último 

caso las células se resuspendieron en suero fetal bovino (FBS, fetal bovine 

serum) conteniendo un 10% de dimetilsulfóxido, o en una solución de 

criopreservación comercial (BAMBANKER). En ambos casos las células se 

congelaron a una concentración de 1 x 107 células/mL. 

 
 
2. SELECCIÓN CELULAR INMUNOMAGNÉTICA 

 

Las selecciones celulares se llevaron a cabo por métodos 

inmunomagnéticos, utilizando para ello la tecnología de MACS® (Miltenyi 

Biotec). Esta tecnología está basada en la utilización de unas partículas 

superparamagnéticas y unas columnas rellenas de una matriz de hierro, que 
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cuando se colocan en un imán se genera un campo magnético en la matriz 

de la columna lo suficientemente fuerte como para retener las células 

marcadas. La retirada de la columna del campo magnético permite la elución 

de las mismas. 

 

Las micropartículas de 50 nm de diámetro, denominadas MACS Microbeads®, 

llevan acoplado un anticuerpo monoclonal específico. La unión antígeno-

anticuerpo permite aislar las células de interés con un alto grado de pureza, 

sin afectar a la estructura o funcionalidad de las mismas (Figura 16). 

Además, al estar compuestas por una matriz biodegradable, no afecta al 

cultivo celular. Existen varios tipos y tamaños de columnas, dependiendo del 

número de células a separar y del tipo de selección celular (positiva o 

negativa) a realizar. 

 

 

 
Figura 16: Micrografía electrónica de una MACS Microbead unida a una célula en la 
que se observa la unión de las partículas unidas a la célula mediante anticuerpos 
específicos (izquierda). Imagen del MAC Separator, se puede apreciar el magneto 
con la columna acoplada (derecha). Imágenes cortesía de Miltenyi Biotec. 
 

Así pues, las células de la FVE se incubaron con el anticuerpo monoclonal 

acoplado a las MACS Microbeads. Finalizado el proceso de incubación, se 

retiraron las partículas no unidas a las células mediante lavado y 

centrifugación posterior. Acoplada la columna al separador (MACs Separator®, 

Figura 16), se depositaron las células en la columna y se procedió a la 
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selección celular, según las instrucciones del fabricante. Para la realización del 

presente trabajo se utilizaron las columnas de selección positiva LS y MS y la 

de depleción LD. 

 

2.1. Selecciones celulares de la FVE 

Para llevar a cabo los objetivos propuestos se diseñaron diversas 

estrategias que nos permitieron aislar las subpoblaciones celulares de interés 

(Figuras 17 y 18). 

 

Estrategia 1: Con el fin de obtener una población de células CD34+ no 

fibroblásticas o mesenquimatosas, se procedió en primer lugar a la incubación 

de las células de la FVE con el anticuerpo monoclonal anti-fibroblasto humano 

[126, 127]. A continuación, las células que no expresaban el antígeno 

fibroblasto (Fib-) se separaron, mediante uso del anticuerpo monoclonal anti-

CD34 humano en las subpoblaciones celulares Fib-CD34+ y Fib-CD34- 

(Figura 17). 

 

 
Figura 17: Estrategia 1 de selección celular. 
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Estrategia 2: Obtención de las subpoblaciones celulares de estirpe 

hematopoyética (CD45+) y no hematopoyética(CD45-), utilizando para ello el 

anticuerpo monoclonal anti-CD45 humano (Figura 18). 

 

Estrategia 3: Obtención de la subpoblación celular de estirpe no 

hematopoyética (CD45-) deplecionada de células 

mesenquimatosas/fibroblásticas, y enriquecida en células CD34+. Para la 

obtención de estas células se diseñó una estrategia consistente en la 

utilización sucesiva de los anticuerpos monoclonales anti-CD45, anti-fibroblasto 

y anti-CD34 humanos. Ello nos permitió la obtención de las siguientes 

subpoblaciones celulares: CD45+, CD45-Fib-, CD45-Fib+, CD45-Fib-CD34+ y 

CD45-Fib-CD34-(Figura 18). 

 

Estrategia 4: A diferencia de las anteriores, esta estrategia está basada en 

las propiedades físicas de las MSC (Figura 18). Estas células al igual que 

los fibroblastos son muy adherentes al plástico del material de cultivos. Por 

ello, las células CD45- recién seleccionadas se cultivaron en medio DMEM 

conteniendo un 5% de FBS. A los 7 días se recogieron las células CD45- 

no adherentes. 

 

La pureza de las poblaciones celulares obtenidas se determinó por citometría 

de flujo. 
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Figura 18. Estrategias 2, 3, 4 y 5. Esquema de las poblaciones celulares obtenidas 
según las distintas estrategias de selección. 
 
 
2.2. Selección de progenitores hematopoyéticos CD34+ de sangre de cordón 

umbilical/placenta y sangre periférica de donante adulto. 

Las muestras de SCU se obtuvieron de cordones donados al Centro de 

Transfusiones de la Comunidad Valenciana, no aptos para trasplante por no 

alcanzar el mínimo de celularidad requerida. Las muestras de sangre periférica 

(SP), se obtuvieron de donantes sanos en el mismo centro. En todos los 

casos, bien las madres, bien los donantes, firmaron el consentimiento 

informado. 

 

Los progenitores hematopoyéticos CD34+ se obtuvieron a partir de las células 

nucleadas. Brevemente, la sangre, diluida en una solución tamponada de 

fosfato salino (PBS, phosphate buffered saline) conteniendo EDTA a una 

concentración 2mM, se sometió a un gradiente de Ficoll-Paque PLUS™. La 

centrifugación a 400xg durante 35 minutos permitió la formación de una 
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interfase enriquecida en leucocitos pero empobrecida en granulocitos. Tras 

varios lavados para eliminar cualquier resto de la solución de Ficoll, se 

procedió a la selección inmunomagnética de las células CD34+. Para ello se 

utilizó el kit de selección de células CD34+ de MACS, compuesto por las 

MACS Microbeads unidas a un anticuerpo monoclonal anti-CD34 humano y 

una solución de bloqueo de los receptores Fc, cuya finalidad es la de evitar 

uniones inespecíficas de los anticuerpos a las células. La selección celular se 

realizó siguiendo las instrucciones del fabricante. Para obtener un mayor grado 

de pureza, se utilizaron dos columnas MACS. El contenido en células CD34+ 

se determinó por citometría de flujo. 

 

 

3. CULTIVOS CELULARES 

 

3.1. Cultivos clonogénicos 

Tal como se ha comentado en la Introducción, los progenitores 

hematopoyéticos tienen la capacidad de generar CFU, cuando se cultivan en 

un medio de cultivo semisólido que contiene citocinas hematopoyéticas. Estas 

CFU, al ser fruto de una expansión clonal, revelan la existencia de los 

distintos progenitores hematopoyéticos presentes en la muestra. Se trata de un 

ensayo de tipo retrospectivo, útil para cuantificar los progenitores 

hematopoyéticos de estirpe mieloide y eritroide. 

 

Los medios de cultivo utilizados fueron Methocult H4435, que contiene un 

30% de FBS, y Methocult H4436 que está libre de suero. Ambos medios, 

basados en metilcelulosa, contienen interleucina (IL)-6, IL-3, factor de 

crecimiento de células troncales (SCF, stem cell factor), factor estimulante de 

colonias de granulocitos (G-CSF, granulocyte colony-stimulating factor), factor 
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estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF, granulocyte-

monocyte colony-stimulating factor) y eritropoyetina (EPO, erytrhopoietin). 

 

Los ensayos clonogénicos se llevaron a cabo en placas de Petri de 35 mm 

de diámetro, utilizando 1,5 mL de medio de cultivo por placa. Los cultivos se 

incubaron en atmósfera húmeda a 37ºC y 5% de CO2, en condiciones de 

normoxia (20% O2). En determinados ensayos la incubación se llevó a cabo 

en condiciones de hipoxia (5% O2), utilizando para ello una cámara de 

hipoxia de STEMCELL Technologies (Figura 19). Las células derivadas de la 

FVE se sembraron, por duplicado, a una densidad de 50 x 103 células/cm2, 

mientras que las células CD34+ de SCU y de SP se sembraron a 10 y a 

15 células/cm2. 

 

 

Figura 19: Cámara de hipoxia para cultivos celulares. 

 

A los 14-21 días de la siembra, se procedió a la identificación y recuento de 

las CFU mediante uso del microscopio invertido OLYMPUS CK40. Las CFU 

se clasificaron en base a su morfología en Unidades Formadoras de brotes 

eritroides (BFU-E, burst-forming unit-erythroid), CFU de granulocitos y 

monocitos (CFU-GM, colony-forming units of granulocytes and 

monocytes/macrophages), CFU granulocíticas, eritrocíticas, monocíticas y 
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megacariocíticas (CFU-GEMM, colony-forming units of granulocytes, 

erythrocytes, monocytes/macrophages and megakariocytes) y CFU de 

macrófagos (CFU-M colony-forming units of macrophages). El microscopio 

Leica DM-IRE2 equipado con una cámara de color Leica DFC480 se utilizó 

para realizar fotografías de las CFU. 

 

3.1.1. Análisis de las BFU-E 

Para el estudio de las células eritroides contenidas en las colonias BFU-

E se procedió de la forma siguiente: En condiciones de esterilidad y con 

ayuda de una lupa binocular Leica MZ6, equipada con un objetivo 2x, se 

visualizaron las colonias eritroides y se picaron. Las BFU-E así obtenidas se 

lavaron con PBS para eliminar restos del medio de cultivo, y se centrifugaron 

a 500xg durante 5 minutos. El botón celular se dividió en dos partes iguales, 

uno se destinó al estudio de las hemoglobinas fetal (HbF) y adulta (HbA) 

por citometría de flujo y el otro al análisis de la expresión génica de las 

distintas globinas. 

 

3.2. Cultivos en medio líquido 

3.2.1. Cultivo de progenitores hematopoyéticos 

Todas las subpoblaciones celulares de la FVE que tuvieron la capacidad 

de generar CFU, así como los progenitores hematopoyéticos CD34+ a partir 

de la SCU, se sembraron en el medio de cultivo StemSpan. Este medio de 

cultivo es un medio definido libre de suero que contiene transferrina e insulina 

humanas. Para la expansión de los progenitores hematopoyéticos se añadieron 

al medio las siguientes citocinas hematopoyéticas: IL-6 (20ng/mL), SCF 

(100ng/mL), ligando del Flt-3 (FL, FMS-like tyrosine kinase 3 ligand) 

(100ng/mL), y trombopoyetina (TPO, thrombopoietin) (20ng/mL) y los 

siguientes suplementos: seroalbúmina bovina al 1% (BSA, bovine serum 
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albumin), β-Mercaptoetanol (0,1mM) y lipoproteínas (40μg/mL). Para evitar 

posibles contaminaciones fúngicas o microbianas se añadió al medio de cultivo 

anfotericina (2,5μg/mL) y gentamicina (50μg/mL). 

 

Las células procedentes de la FVE se sembraron a una densidad de 500 x 

103 células/pocillo (263 x 103 células/cm2), y las células CD34+ de SCU a 

75 x 103 células (39,5 x 103 células/cm2), en placas de 24 pocillos. Los 

cultivos se incubaron en atmósfera húmeda a 37ºC y 5% de CO2, en 

condiciones de normoxia (20% O2). En algunos experimentos los cultivos se 

incubaron en condiciones de hipoxia (5% O2). A los 7 días de cultivo se 

recogieron las células, y tras efectuar un recuento celular se sembraron en 

medio semisólido (cultivos clonogénicos) a una densidad celular de 20 x 103 

a 40 x 103 células/cm2 (células procedentes de la FVE), y de 20 a 30 

células/cm2 (células CD34+ de SCU). 

 

3.2.2. Cultivo de MSC 

Las MSC son, por definición, adherentes al plástico del material de 

cultivos. Por ello, el método de aislamiento y cultivo más ampliamente 

utilizado consiste en sembrar las células de la FVE, retirar las células no 

adherentes y proseguir el cultivo con las células adheridas. Como la FVE 

contiene células hematopoyéticas CD45+ y algunas de ellas son adherentes al 

plástico de cultivos, se utilizó como fuente de MSC la subpoblación celular 

CD45- de la FVE. 

 

Las células CD45- se sembraron a una densidad de 20 x 103 células/cm2, 

en placas de 6 pocillos en dos medios de cultivo diferentes, DMEM 

suplementado con un 10% de FBS y EGM-2MV. Este último medio, óptimo 

para el crecimiento de células endoteliales, está constituido por un medio 
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basal (EBM) suplementado con un 5% de FBS y los siguientes factores de 

crecimiento: VEGF, EGF, IGF y bFGF. Además, contiene ascorbato, 

hidrocortisona, gentamicina y anfotericina-B. Dado que las MSC tuvieron una 

mayor capacidad de replicación y mantuvieron mejor su morfología cuando se 

cultivaron en EGM-2MV, este medio fue el utilizado para la realización de los 

experimentos presentados en este trabajo. 

 

Las células se incubaron a 37ºC en atmósfera húmeda con un 5% de CO2 y 

siempre en condiciones de normoxia. Alcanzada la sub-confluencia se 

despegaron las células con una solución de tripsina conteniendo EDTA al 

0,02%. Los subcultivos se realizaron en las mismas condiciones que los 

cultivos primarios. El seguimiento de todos los cultivos, se realizó mediante 

microscopía óptica, tomando un registro de su evolución mediante fotografías 

de los mismos. 

 
 
4. ANÁLISIS POR CITOMETRÍA DE FLUJO 

 

La citometría de flujo es una técnica de análisis celular multiparamétrico, 

que permite determinar en un mismo análisis las características intrínsecas de 

la célula como son los parámetros relacionados con su tamaño (FSC, forward 

scatter) y complejidad (SSC, side scatter) relativos, y sus características 

antigénicas (inmunofenotipo). 

 

Para la realización de este trabajo se han utilizado dos citómetros, el 

FACSCalibur® de 2 láseres y el FACSCanto II® de 3 láseres, ambos de BD 

Biosciences. La combinación de los distintos láseres permite usar hasta 6 
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fluorocromos diferentes, pudiendo así obtener hasta 8 parámetros diferentes por 

célula (FSC, SSC y 6 fluorescencias diferentes). 

 

4.1 Inmunofenotipo 

Para determinar la expresión de antígenos de membrana en las 

subpoblaciones celulares aisladas de la FVE, se usaron anticuerpos 

monoclonales que permitieran caracterizar células de una misma estirpe o 

células de distintas estirpes. 

 

� Progenitor hematopoyético: CD45, CD34, Tie-2, CD117, VEGFR2/KDR, 

VEGFR1/Flt-1, CD144, CD143/BB9. 

� Células hematopoyéticas: CD45, CD43, CD34,  CD133, CD184, CD14, 

VEGFR1/Flt-1. 

� Células endoteliales: CD34, CD31, Tie-2, VEGFR2/KDR. 

� MSC: CD90, CD105, CD13, CD9, MSCA-1, CD143/BB9, CD146. 

 

Esta clasificación, no obstante, es meramente orientativa. Así, por ejemplo la 

expresión del CD31 en una célula CD45+ puede indicar bien un monocito si 

expresa también el CD14, bien un progenitor hematopoyético si expresa el 

CD34. Adicionalmente, la expresión de CD13 o CD90 no es exclusiva de una 

célula mesodérmica primitiva o una MSC, pues muchas células 

hematopoyéticas también lo expresan. Por lo tanto, es necesario determinar la 

expresión conjunta de varios antígenos para caracterizar una célula. 

 

Procedimiento de tinción: Las células, resuspendidas a una concentración de 

1x107 células/mL en una solución de PBS conteniendo BSA al 0,5% y EDTA 

a una concentración 1mM, se incubaron con una solución de bloqueo (IgG ó 

Fc blocking) para evitar uniones inespecíficas o reducir el marcaje inespecífico 
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por receptores Fc. A continuación, a 1x106 de células se les añadió el o los 

anticuerpos seleccionado/s y la suspensión resultante se incubó a 4ºC en 

oscuridad, durante 30-45 minutos. Tras eliminar el exceso de anticuerpo 

mediante lavado y centrifugación, las células se resuspendieron en una 

solución de 7-aminoactinomicina D (7-AAD), lo que permitió analizar las 

células viables. En todos los casos se realizaron controles isotípicos. Para 

ello, las células se incubaron con las IgG correspondientes conjugadas con los 

mismos fluorocromos. Los softwares de adquisición y análisis utilizados fueron: 

BD CellQuest Pro (citómetro FacsCalibur) y BD Facs Diva (FacsCanto II). 

 

4.2 Expresión intracelular de hemoglobinas 

Se analizó la expresión de la HbF y la HbA sintetizadas por las células 

eritroides generadas en cultivo, y obtenidas tal y como se describe en el 

apartado 3.1 de la Metodología. Al estar las hemoglobinas en el citoplasma 

se realizó una tinción intracitoplasmática. 

 

Procedimiento de tinción: El procedimiento utilizado consistió en una primera 

fijación de las células en una solución de paraformaldehído (BD Cytofix 

Buffer) a 4ºC y una segunda fijación a temperatura ambiente con una 

solución de glutaraldehído al 0,05% en PBS. Las células fijadas se 

permeabilizaron con una solución de Triton-X-100 en PBS conteniendo BSA 

al 1%. Las células fijadas y permeabilizadas se incubaron con los siguientes 

anticuerpos: anti-hemoglobina fetal humana conjugada con FITC, anti 

hemoglobina-β humana conjugada con PE, anti-CD45 humano conjugado con 

PerCP y Glicoforina-A humana conjugada con APC. 

 

Transcurridos 30 minutos de incubación en oscuridad y a 4ºC, las células se 

fijaron con paraformaldehído diluido al 1% en PBS hasta su adquisición y 
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posterior análisis. El software de adquisición y análisis utilizado fue el BD 

Facs Diva. 

 

Los anticuerpos específicos, conjugados con los distintos fluorocromos, 

utilizados en este trabajo se muestran en la Tabla 1. 

 

ANTÍGENO FLUOROCROMO CLON ISOTIPO 
CASA  

COMERCIAL 

CD9 APC M-L13 IgG1κ BD Biosciences 

CD13 FITC WM15 IgG1κ BD Pharmingen 

CD14 

FITC MΦP9 IgG1 BD Biosciences 

PE MΦP9 IgG1 BD Biosciences 

APC-H7 MΦP9 IgG1 BD Pharmingen 

CD31 FITC WM59 IgG1 BD Biosciences 

CD34 

PE WM59 IgG1 BD Pharmingen 

PE-CY7 8G12 IgG1 BD Biosciences 

APC 8G12 IgG1 BD Biosciences 

CD43 FITC 1G10 IgG1κ BD Pharmingen 

CD45 

FITC 2D1 IgG1 BD Biosciences 

PER-CP 2D1 IgG1 BD Biosciences 

APC-H7 2D1 IgG1 BD Pharmingen 

CD90 FITC 5E10 IgG1κ BD Pharmingen 

CD105  
(Endoglina) 

APC 5E10 IgG1κ BD Pharmingen 

PE SN6 IgG1 eBiosciences 

CD117 
(c-kit) 

PE YB5-B8 IgG1κ BD Pharmingen 

CD133/1 APC AC133 IgG1 Miltenyi Biotec 

CD133/2 PE 293C3 IgG2b Miltenyi Biotec 

CD143 
(BB9) 

PE 5-369 IgG1κ Biolegend 
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CD144  
(VE-Cadherina) 

APC 16B1 IgG1κ eBiosciences 

CD146 PE P1H12 IgG1κ BD Pharmingen 

CD184  
(CXCR-4) 

APC 12G5 IgG2Aκ BD Pharmingen 

CD202b 
(TIE-2/TEK) 

PE 33,1 IgG1κ Biolegend 

APC 83715 IgG1κ R&D Systems 

CD235A 
(Glicoforina) 

APC GA-R2 
(HIR2) 

IgG2bκ BD Pharmingen 

CD309 
(VEGFR-2/KDR) 

APC ES8-20E6 IgG1 Miltenyi Biotec 

APC 89106 IgG1κ R&D Systems 

Human 
Hematopoietic 

Progenitor Cells 

PE BB9 IgG1κ BD Biosciences 

Hb Fetal FITC 2D12 IgG1κ BD Pharmingen 

Hb Adulta 
(Cadena β) 

PE 37-8 IgG1κ 
Santa Cruz 

Biotechnologies 

MSCA-1 
PE W8B2 IgG1 Miltenyi Biotec 

APC W8B2 IgG1 Miltenyi Biotec 

VEGFR1/Flt-1 APC 49560 IgG1κ R&D Systems 

 
Tabla 1. Anticuerpos utilizados en el análisis citométrico. FITC, isotiocianato de 
fluoresceína; PE, ficoeritrina; APC, aloficocianina; PerCP, proteina peridinin clorofila; 
PE-Cy7, ficoeritrina-cianina 7; APC-H7, aloficocianina-análogo de cianina 7. 
 
 

5. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA 

 

Se analizó la expresión de los genes que codifican para los factores de 

transcripción hematopoyéticos GATA1, GATA2, RUNX1, RUNX2 y SCL/TAL1 

en las subpoblaciones celulares de la FVE, recién aisladas y tras cultivo en 

medio líquido, en las células CD34+ de SCU recién aisladas y tras cultivo en 

medio líquido, y en las células CD34+ de SP recién aisladas. 
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Asimismo, en las células eritroides generadas en los distintos cultivos se 

determinó la expresión de los genes de las globinas α y ζ pertenecientes al 

cluster alfa, y de las globinas β, γ, δ y ε pertenecientes al cluster beta. 

 

5.1 Extracción y cuantificación del ARN total 

El ácido ribonucleico (ARN) total de las células, criopreservadas a    

-80ºC en forma de botón celular, se extrajo con TRIzol® Reagent. Este 

reactivo es una solución monofásica de fenol y tiocianato de guanidina, que 

disuelve la célula y sus componentes celulares, manteniendo íntegro el ARN. 

 

Tras realizar la lisis celular, se separaron las fases orgánica y acuosa con 

cloroformo y se precipitó el ARN total con isopropanol. Posteriormente se 

realizaron varios lavados con etanol al 75%, con el fin de retirar restos 

orgánicos de la muestra. Los restos de etanol se eliminaron por evaporación, 

dejando secar las muestras en una estufa a 37ºC. Finalmente, el ARN 

obtenido se resuspendió en 20μL de agua tratada con dietilpirocarbonato. A 

continuación, las muestras se trataron con DNasa, para eliminar posibles 

restos de ácido desoxirribonucleico (ADN). 

 

El ARN de cada muestra se cuantificó mediante espectrofotometría (medida de 

la absorbancia a 260nm y 280nm), utilizando el NanoDrop Spectophotometer 

ND-1000. 

 

5.2  Retrotranscripción 

Se utilizaron 300ng de ARN total para su conversión en el 

correspondiente ADN complementario (ADNc) mediante acción de la 

transcriptasa reversa. Para ello se utilizaron la enzima MultiScribe™ Reverse 

Transcriptase y los reactivos del kit TaqMan® Reverse Transcription Reagents. 
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Se realizaron controles “minusRT” para cada una de las muestras, que 

incluyeron todos los reactivos excepto la enzima transcriptasa reversa. 

 

La reacción de retrotranscripción se llevó a cabo en el termociclador 9800 

Fast Thermal Cycler, bajo las siguientes condiciones experimentales: incubación 

a 25ºC durante 10 minutos, seguida de un ciclo a 48ºC durante 30 minutos. 

Finalizada la reacción se inactivó la enzima transcriptasa reversa incubando las 

muestras a 95ºC durante 5 minutos. Las muestras de ADNc se almacenaron 

a -20ºC hasta su uso. 

 

5.3  PCR en tiempo real 

La reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-PCR, real 

time-polymerase chain reaction) es actualmente el método más sensible y 

preciso para detectar los niveles de expresión de ARN mensajero (ARNm). 

 

Este método permite la detección directa del producto de amplificación durante 

la fase exponencial de la reacción, a través de la utilización de compuestos 

fluorescentes, de forma que al determinar el incremento de fluorescencia, se 

puede determinar el incremento del producto formado. Este tipo de 

determinación es semicuantitativa. 

 

A partir del ADNc, se analizó la expresión relativa de los genes de interés. 

Para ello, se utilizaron los cebadores específicos para cada gen. Se trata de 

secuencias sintéticas de oligonucleótidos de aproximadamente 20 bases de 

longitud con una secuencia específica y complementaria al ADN de interés. El 

par de cebadores, directo (5´-3´) y reverso (3´-5´), se unen 

específicamente a secuencias que flanquean la región a amplificar. Este 

proceso, se desarrolla en 3 pasos básicos, que se repiten durante 40 ciclos: 
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� Desnaturalización: separación de las cadenas complementarias del ADN 

� Unión: unión específica de los cebadores a sus secuencias 

complementarias 

� Extensión: síntesis de la hebra complementaria a partir del cebador 

respectivo. 

 

Los niveles de expresión de los genes se determinaron utilizando los ensayos 

TaqMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems): SCL/TAL1 

(Hs001097987_m1), RUNX1 (Hs01021971_m1), RUNX2 (Hs01047978_m1), 

GATA1 (Hs01085823_m1), GATA2 (Hs00231119_m1), �-globin 

(Hs00361191_g1), �-globin (Hs00747223_g1), �-globin (Hs00361131_g1), 

�-globin (Hs00426283_m1), �-globin (Hs00362216_m1) y �-globin 

(Hs00923579_m1). Se realizaron dos réplicas de cada uno de los genes a 

estudiar, en cada una de las muestras. El gen control o de expresión 

constitutiva (housekeeping) utilizado fue el gen de la gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH, Hs99999905_m1). 

 

En todos los ensayos se utilizaron controles negativos de la PCR (ntc) para 

detectar una posible contaminación de los reactivos, y controles para 

determinar la presencia de ADN genómico (minusRT). Los ntc incluyeron 

todos los reactivos de la PCR excepto la muestra de ADNc, mientras que los 

controles minusRT incluyeron todos los reactivos de la PCR y, como muestra, 

el minusRT procedente de la reacción de retrotranscripción. El termociclador 

utilizado fue el HT7900 Fast Real-Time PCR System, y las condiciones de 

amplificación fueron las siguientes: 1 ciclo a 95ºC de 10 minutos, y 40 ciclos 

de 95ºC de 15 segundos, seguidos de 1 minuto a 60ºC. 
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Para cada muestra, se determinó el ciclo umbral (Ct), usando el Sequence 

Detection Software, también de Applied Biosystems. La expresión relativa de 

los genes en estudio se calculó en función del gen GAPDH, usado como gen 

de referencia, mediante el método de 2-	Ct 

 

5.4  Electroforesis en geles de agarosa 

Los productos de la RT-PCR correspondientes a los ensayos de 

expresión de los genes de las globinas se visualizaron en geles de agarosa 

al 3% en tampón TAE (Tris-acetato 40mM conteniendo EDTA 1mM). 

 

En cada pocillo se cargaron 5μL del producto final de la PCR junto con 1μL 

de tampón de carga. Se usó el control de pesos moleculares O´Range Ruler 

de 50pb (50pb hasta 1000pb). El voltaje utilizado en la electroforesis fue 

de de 40V los primeros 15 minutos y 70V los siguientes 40 minutos. Las 

bandas del producto amplificado en el gel se visualizaron mediante una 

solución de bromuro de etidio al 1% y una fuente de luz UV. Para la 

visualización y adquisición de las imágenes se utilizó el “Sistema de 

documentación de geles GBOX” y el software GeneSnap. 

 
 

6. ENSAYO DE ANGIOGÉNESIS IN VIVO 

 

Para determinar la capacidad angiogénica in vivo de las células aisladas 

de la FVE se utilizaron ratones atímicos desnudos Foxn1nu (nu/nu) 

(Laboratorios Harlan). Estos ratones poseen una mutación autosómica recesiva 

del alelo nu en el cromosoma 11, lo que les produce una disfunción del timo 

y hace que carezcan completamente de pelo (fenotípicamente calvos). Estos 
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animales son deficientes en células T y no generan células T citotóxicas, 

aunque mantienen la función normal de las células B y las NK. 

 

Por su condición inmunológica, la estabulación se realizó en condiciones libres 

de patógenos, utilizándose para ello racks ventilados y alimentación gamma-

irradiada. Además todas las manipulaciones se llevaron a cabo en condiciones 

de esterilidad, utilizando cabinas de flujo laminar. Este modelo de 

experimentación animal fue aprobado por el Comité Ético de Experimentación 

Animal de la Fundación de Investigación del CHGUV. 

 

El modelo de angiogénesis in vivo utilizado es el descrito por Passaniti y 

cols. [128]. Este modelo está basado en el uso de una solución de Matrigel 

que cuando se inyecta en el animal gelifica, por efecto de la temperatura, y 

es capaz de soportar una neovascularización en respuesta a células y/o 

factores angiogénicos. 

 

El Matrigel™ es una preparación de extracto de membrana basal del tumor de 

Engelbreth-Holm-Swarm (EHS), tumor murino muy rico en proteínas de 

matriz extracelular. Su componente mayoritario es la laminina, además de la 

entactina, colágeno IV, y proteoglicanos. También contiene factor de 

crecimiento transformante β (TGF-β, transforming growth factor- ββ activador 

tisular de plasminógeno, y otros factores de crecimiento que se producen 

normalmente en el tumor de EHS. Una de las propiedades del Matrigel es 

que se mantiene líquido a 4ºC, y polimeriza a temperatura ambiente, 

generando una matriz biológicamente activa que simula una membrana basal 

de células de mamífero. Existen varios tipos de Matrigel, enriquecidos o no 

en factores de crecimiento, y conteniendo o no el indicador rojo fenol. Para 
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la realización de los ensayos de este trabajo de investigación se ha utilizado 

el Matrigel reducido en factores de crecimiento (Matrigel-GFR™). 

6.1  Preparación del implante celular 

La suspensión formada por el Matrigel y las células se preparó del 

siguiente modo: A un volumen de 400μL de Matrigel-GFR se añadieron 1 x 

106 células en un volumen de 50 μL de PBS. Se determinó la angiogénesis 

inducida por las células seleccionadas de la FVE (CD45+ y CD45-) y por 

las MSC generadas a partir de las células CD45- de la FVE. 

 

En algunos experimentos se añadió a la suspensión celular a implantar bFGF 

(recombinante humano) y heparina, a una concentración final de 150 ng/mL 

y 65 U/mL, respectivamente. La preparación de la suspensión celular se 

realizó a 4ºC, utilizando material previamente enfriado. 

 

6.2  Procedimiento animal 

Los ratones fueron anestesiados utilizando una mezcla de ketamina 

(Ketolar®) y medetomidina (Domtor®), a una concentración de 75 mg/kg y 

de 0,5 mg/kg, respectivamente. Una vez dormido el animal, se le colocó en 

posición decúbito prono (boca abajo) y se le realizó un bolsillo subcutáneo 

en ambos flancos del dorso del animal, moviendo en distintas direcciones la 

aguja de la jeringa, para separar la dermis del tejido muscular inferior. Una 

vez realizado el bolsillo, se inyectó la mezcla fría, que polimerizó a los pocos 

minutos (Figura 20). En todos los casos se inocularon dos implantes por 

ratón, utilizando para ello agujas de 27G y jeringas de insulina previamente 

enfriadas a -20ºC. Se revirtió el efecto de la anestesia utilizando atipamezol 

(Revertor®) a una dosis de 0,5 mg/kg de peso.  

 

A los 14 días de la colocación del implante, se inyectó una solución de 
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dextrano conjugado con FITC al 5% en PBS en la vena de la cola, y 

transcurridos 5-7 minutos se sacrificó al animal. La eutanasia se realizó 

mediante una inyección de pentobarbital sódico (Dolethal®) a una dosis de 

160 mg/kg de peso. Una vez extraídos los implantes se realizaron fotografías 

de los mismos con una cámara LUMIX DMC-TZ5. La vasculatura fluorescente 

del matrigel se visualizó con un microscopio de fluorescencia Leica DM6000B 

dotado con una cámara Leica DC350FX. 

 

 

 
Figura 20: Diseño experimental. La suspensión celular se inoculó subcutáneamente en 
la zona dorsal del ratón formando los implantes. Transcurridos 14 días se extirparon 
y se procesaron para realizar el análisis histológico de los mismos. 
 
 
7. ANÁLISIS INMUNOHISTOQUÍMICO DE LOS IMPLANTES DE MATRIGEL 

 

Los implantes de matrigel se fijaron durante 48 horas a temperatura 

ambiente en la solución de fijación “Zinc Fixative”. Esta solución, al no 

contener formaldehído, es más adecuada para la inmunohistoquímica, pues 

conserva todos los epítopos de la proteína. Después se deshidrataron e 

incluyeron en parafina, utilizando el inclusor de parafina LEICA EG1150H, y se 
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efectuaron cortes seriados de 5-6 μm de espesor, utilizando un microtomo de 

Minot LEICA RM2135. Los cortes se destinaron a las tinciones de 

hematoxilina-eosina y tricrómica de Masson o a inmunohistoquímica. 

 

7.1  Inmunohistoquímica con anti-CD31 

Brevemente, antes de la incubación con el anticuerpo anti-CD31 murino, 

desarrollado en rata, se bloqueó la enzima peroxidasa endógena con una 

solución de peróxido de hidrógeno al 3% en metanol. Tras varios lavados con 

PBS, la muestra se incubó con el anticuerpo primario durante una hora a 

temperatura ambiente. A continuación se bloquearon las uniones inespecíficas 

utilizando una solución tamponada de TRIS salino conteniendo un 10% de FBS 

y un 0,5% de BSA durante una hora. Se utilizó el kit de detección IgG HRP 

Detection Kit (BD Pharmingen), que contiene el anticuerpo secundario, y la 

enzima peroxidasa de rábano (HRP, horserradish peroxidase), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. La contratinción se realizó utilizando hematoxilina 

de Harris. 

 

7.2  Inmunohistoquímica con anti-CD45 y anti-eNOS 

A diferencia del protocolo de inmunohistoquímica utilizado para detectar la 

expresión del antígeno CD31, hubo que someter a las muestras a un 

tratamiento para la recuperación de antígenos, mediante la solución Antigen 

Retrieval de Dako. Tras bloquear la peroxidasa endógena, se procedió a la 

incubación con los distintos anticuerpos primarios durante toda la noche, a 

4ºC. Tras bloquear las uniones inespecíficas se reveló utilizando el kit LSAB+ 

System (Dako). Este kit es muy versátil, ya que contiene anticuerpos 

secundarios biotinilados anti-cabra, anti-ratón y anti-conejo, por lo que se 

puede utilizar con una amplia variedad de anticuerpos primarios. Así mismo, 

también contiene el enzima HRP conjugada con estreptavidina y las soluciones 
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de revelado con diaminobenzidina. En este caso la contratinción también se 

realizó con hematoxilina de Harris. 

 
8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

El análisis estadístico se llevó a cabo mediante el software GraphPad 

PRISM® versión 5. En todos los casos se realizó la media y el error 

estándar del número de repeticiones por experimento. 

 

Se realizó el test de Kolmologrov-Smirnoff para determinar la distribución de 

los datos obtenidos. Se determinó la significancia estadística mediante la 

prueba paramétrica de la t de Student o la no paramétrica de la U de 

Mann-Whitney, según correspondiera. En todos los casos se consideraron las 

diferencias estadísticamente significativas cuando el p-valor fue menor de 

0,05. 
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Resultados y Desarrollo Argumental 

 

OBJETIVO 1 

 

CARACTERIZACIÓN INMUNOFENOTÍPICA DE LAS CÉLULAS DE LA FVE DEL 

TEJIDO ADIPOSO HUMANO 

 

 

1.1 Rendimiento Celular del Proceso de Digestión del Tejido Adiposo 

Con el fin de hacer una estimación del número de células que se 

obtiene al final del proceso de digestión, se registraron los pesos de las 

muestras procedentes de las lipectomías en los siguientes pasos del proceso: 

(A): peso de la muestra obtenida en quirófano; (B): peso de la muestra 

exenta de material de desecho (vasos, material cauterizado, etc) y (C): 

peso del material no digerido al final del proceso de digestión con la enzima 

colagenasa. El rendimiento celular se expresó como Nº de células/(A-B-

C). 

 

 

Figura 21. Correlación entre el número de células obtenidas y los gramos de tejido 
digerido. 
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Tal como se puede observar en la Figura 21, en la mayoría de las 

muestras procesadas hubo una muy buena correlación entre el número de 

células obtenidas al final del proceso de digestión y el peso de la muestra 

digerida (R2 = 0,83). Sin embargo, en algunas de las muestras cuyo peso 

fue igual o superior a 200 g el número de células obtenido fue 

independiente del peso de la muestra (R2 = 0,32). La falta de linealidad 

puede ser debida a factores tales como el tiempo de incubación y la 

temperatura que alcanza la muestra durante el proceso de digestión. No 

obstante, a partir de los datos obtenidos se puede estimar que por cada 

gramo de tejido procesado se obtienen 559,73 x 103 ± 12,8 x 103 células. 

 

1.2 Expresión de antígenos de membrana en las células de la FVE 

La FVE del tejido adiposo está compuesta por una población celular 

altamente heterogénea, incluyendo entre otras, células hematopoyéticas, células 

endoteliales de la microvasculatura y MSC. Tal como se ha descrito 

previamente en la Introducción, la FVE del tejido adiposo difiere del estroma 

de la médula ósea por poseer un alto contenido en células CD34+. No 

obstante, los datos existentes en la literatura sobre el porcentaje que 

representan las células CD34+ en el total de la FVE, son muy poco 

uniformes [80, 103, 125]. Es posible, que la variabilidad de los datos 

publicados sea debida en parte a las distintas condiciones usadas en los 

análisis citométricos. 

 

Efectivamente, tal como se muestra en la Figura 22 el porcentaje de células 

CD34+ en la FVE fue dependiente del valor para el umbral (threshold) en 

el parámetro de FSC utilizado durante la adquisición de las muestras. Dado 

que un gran porcentaje de las células de pequeño tamaño de la FVE, solo 

visibles con el uso de umbrales bajos de FSC, carecían de la expresión del 
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antígeno CD34, el contenido en células CD34+ estuvo directamente 

relacionado con dicho parámetro citométrico. Así, para una misma muestra el 

porcentaje en células CD34+ osciló entre un 70%-80% y un 15%-25% para 

valores de umbral altos y bajos de FSC, respectivamente, lo que justificaría 

la variabilidad de los datos publicados. 

 

 

 

Figura 22: Efecto de diferentes FSC thresholds en el análisis de las células de la FVE.  
Las células de la FVE se adquirieron con distintos valores para el umbral 
(threshold) de FSC y se analizaron para la expresión de CD34 y CD45. Los 
números en los cuadrantes indican el porcentaje de células contenido en cada uno 
de ellos. 
 

Por ello, en primer lugar se realizó una caracterización inmunofenotípica de 

las células de la FVE atendiendo a parámetros FSC y SSC. La adquisición 

de las células de la FVE con un FSC threshold de 5000, facilitó el análisis 

de tres subpoblaciones celulares bien definidas (Figura 23). La ventana 

realizada para incluir las células de muy pequeño tamaño (FSC bajo) reveló 

que aproximadamente un 70%-75% de las células careció de la expresión 

de CD34, CD45, CD31, CD90, BB9, KDR y por supuesto de CD14. 
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Lo más significativo de esta subpoblación celular fue la presencia de una 

población discreta de células CD34+CD31+, que debe corresponder a las 

células endoteliales de la microvasculatura, previamente descrita por varios 

grupos. En cuanto a las células CD34+ presentes, los análisis demostraron 

que una gran parte de ellas expresó el CD90, evidenciando su carácter 

mesodérmico primitivo. 

 

 

 

Figura 23: Estudio inmunofenotípico de las células de la FVE en función del tamaño 
relativo. Las células seleccionadas en base al FSC, y representadas con distintos 
colores, se analizaron para determinar la expresión de los antígenos CD45, CD34, 
CD31, BB9, CD14, CD90 y KDR. Los números en los cuadrantes indican el 
porcentaje de células contenido en cada uno de ellos. Las células contenidas en el 
FSC bajo, FSC intermedio y FSC alto representaron el 45%, 25% y 30% de las 
células viables analizadas, respectivamente. 
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Es interesante señalar la existencia de células positivas para el 

VEGFR2/KDR. Si bien la expresión de este antígeno no definió poblaciones 

celulares discretas, sí pone de manifiesto el carácter angiogénico de las 

células de la FVE. El análisis de las células de tamaño intermedio (FSC 

intermedio) demostró que la práctica totalidad de las células hematopoyéticas 

CD45+ estaba contenida en esta subpoblación celular. Por último, la gran 

mayoría de las células contenidas en la subpoblación de células de gran 

tamaño (FSC alto) expresó el antígeno CD34 y el CD90, por lo que debe 

corresponder a la población celular mesenquimal Es importante señalar que, 

independientemente del tamaño y complejidad relativos de las células, o lo 

que es lo mismo, de su distribución según los parámetros de FSC y SSC, 

una elevada proporción de células CD34+ fue positiva para el antígeno BB9, 

cuya expresión parece estar restringida a progenitores estromales y 

hematopoyéticos [129, 130]. También se pudo apreciar la existencia de 

células CD45+ que expresaban el CD14, y que deben corresponder a 

monocitos y/o macrófagos residentes en el tejido. 

 

Con el fin de caracterizar mejor las MSC de la FVE, se utilizó el anticuerpo 

anti-MSCA-1 (mesenchymal stromal antigen-1) [131]. Tal como se puede 

observar en la Figura 24, las células MSCA-1+, que también expresaron el 

CD34, estuvieron contenidas en la subpoblación de células de gran tamaño 

(FSC alto). De nuevo, tal como se había apreciado en el anterior análisis 

(Figura 23), la población celular hematopoyética estuvo contenida en las 

células de tamaño intermedio. 

 

Así pues, habiendo analizado el fenotipo de las células de la FVE en 

función de sus características citométricas de FSC, se llevó a cabo un 

análisis más restrictivo, basado en la expresión del antígeno panleucocitario 
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CD45. Con el fin de poder analizar las células de pequeño tamaño de la 

FVE, las células se adquirieron con un FSC threshold de 5000. Tal como 

se observa en la Figura 25, la práctica totalidad de las células CD45-CD34+ 

expresó los antígenos CD13 y CD90, y aproximadamente el 50% el CD144, 

poniéndose en evidencia el carácter mesodérmico de las células estromales 

CD45-. Sin embargo, y de manera sorprendente, aproximadamente un 25%-

30% de las células CD45+ expresó el antígeno CD34. Como si de células 

estromales se tratara, las células CD45+CD34+ también expresaron el CD90 

y el CD13. 

 

 

Figura 24. Identificación de las células hematopoyéticas y mesenquimatosas en la 
población celular de la FVE. Se determinó la expresión de los antígenos CD45, 
CD34 y MSCA-1 en las subpoblaciones celulares analizadas según características de 
FSC, representadas con distintos colores. Los números en los cuadrantes indican el 
porcentaje de células que expresan los antígenos correspondientes. Las células 
contenidas en el FSC bajo, FSC intermedio y FSC alto representaron el 65%, 15% 
y 20% de las células viables analizadas, respectivamente. 
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Figura 25: Análisis inmunofenotípico de las células de la FVE en función de la expresión 
del antígeno CD45. Los análisis de las subpoblaciones celulares CD45+ y CD45-, 
representadas con colores diferentes, se efectuaron de manera independiente. Los 
números en los cuadrantes indican el porcentaje de células contenido en cada uno 
de ellos, tomando a cada subpoblación celular como un todo. Las células CD45- 
representaron el 93% del total de las células viables analizadas. 
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Por último, se analizaron las células de la FVE en base a la expresión del 

antígeno CD34. Con el fin de aumentar el porcentaje de células CD34+ de 

la muestra, se utilizó un FSC threshold de 30000. En la Figura 26 se 

muestra cómo la práctica totalidad de las células CD34+ expresó el CD90, y 

el CD13. Al igual que lo observado anteriormente, un porcentaje muy elevado 

de las células CD45+ expresó el CD34. Por ello, se efectuó un posterior 

análisis de la subpoblación celular CD45+, con especial énfasis en las células 

CD14+. 

 

La Figura 27 demuestra, sin lugar a dudas, que las células CD45+ de la 

FVE del tejido adiposo humano exhiben un fenotipo completamente diferente 

al de las células hematopoyéticas circulantes de un individuo adulto. Así, e 

independientemente de la elevada proporción de células CD45+CD34+, se 

pudo apreciar la existencia de células CD14+ que expresaban CD34, Tie-2, 

KDR y CD31. A excepción de la expresión del CD31, estas células CD14+ 

exhiben un perfil antigénico que no recuerda al de los monocitos CD14+ 

circulantes en la sangre. Por lo tanto, es posible que las altas 

concentraciones locales de moléculas angiogénicas en el tejido adiposo [84] 

promuevan o induzcan la transformación de los monocitos circulantes en 

monocitos pro-angiogénicos [132-134], contribuyendo así a las necesidades 

angiogénicas de este tejido. 
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Figura 26: Análisis inmunofenotípico de las células CD34+ de la FVE. Las células 
CD34+, representadas en rojo se analizaron para determinar la co-expresión de los 
antígenos CD45, CD90, CD13 y CD31. Los controles isotópicos se muestran en la 
izquierda de la figura. Los números en los cuadrantes indican el porcentaje de 
células que expresan o no los antígenos seleccionados. 
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Figura 27: Análisis inmunofenotípico de las células CD45+ de la FVE. Las células 
CD45+, representadas en verde, se seleccionaron para analizar las células CD14+ y 
su co-expresión con los antígenos Tie-2, CD34, CD31 y KDR. Los controles 
isotópicos se muestran en la izquierda de la figura. Los gráficos de puntos que 
muestran el CD14 conjugado con APC o PE corresponden a tres muestras 
diferentes. Los números en los cuadrantes indican el porcentaje de células que 
expresan o no los antígenos seleccionados. 
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1.3 Frecuencias de las diversas subpoblaciones celulares de la FVE 

A partir de los análisis realizados por citometría de flujo se determinó la 

frecuencia de las principales subpoblaciones celulares de la FVE. Los 

resultados obtenidos, expresados como la media 
 error estándar, demuestran 

que las células CD45+ representaron el 21,25% 
 0,19% del total de las 

células de la FVE (n= 58). Dentro de la subpoblación celular CD45+, el 

28,42% 
 0,21% expresó el CD34 (n= 58), y el 26,00% 
 0,43% el 

CD14 (n=29). Los análisis de la subpoblación celular CD14+ demostraron 

que el 65,88% 
 1,98% de las mismas expresaron el CD31 (n=10), el 

53,00% 
 0,60% el CD34 (n=25), el 55,19% 
 1,93% el KDR (n=10), 

el 32,31% 
 1,75% el Tie-2 (n=10) y el 34,50% 
 5,66% el Flt-1 

(n=5). 
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OBJETIVO 2 

 

DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD HEMATOPOYÉTICA IN VITRO DE LAS 

DISTINTAS SUBPOBLACIONES CELULARES DE LA FVE DEL TEJIDO 

ADIPOSO HUMANO 

 

 

2.1 Estimación de la frecuencia de progenitores hematopoyéticos en las 

subpoblaciones celulares CD45+ y CD45- de la FVE 

Nuestro grupo describió que las células CD45- de la FVE tienen 

capacidad clonogénica [125]. Sin embargo, en humanos, la mayoría de los 

progenitores hematopoyéticos están contenidos en la población celular CD45+. 

Por ello, se determinó si las células CD45+ de la FVE también tenían la 

capacidad de generar CFU. 

 

Tal y como se describe en la Metodología, las células de la FVE se 

separaron por medios inmunomagnéticos en células CD45+ y CD45-. 

Obtenidas ambas subpoblaciones celulares, se sembraron en un medio 

semisólido que contiene suero y citocinas hematopoyéticas (Methocult GF 

H4435) y transcurridos entre 14 y 21 días, las CFU se contaron bajo 

criterios morfológicos. En las Figuras 28 y 29 se muestran imágenes de 

CFU mieloides y eritroides formadas por las células CD45+ y CD45- de la 

FVE, respectivamente. Es interesante señalar cómo en los cultivos 

clonogénicos de las células CD45-, las CFU aparecen por encima de un 

estroma naciente formado por las MSC presentes en la muestra. 
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Figura 28 Colonias hematopoyéticas generadas por las células CD45+ de la FVE. (A) 
Aspecto morfológico de varias BFU-E y una CFU-GM captadas en un mismo 
campo; amplificación original 0,63x. (B) Aspecto morfológico de dos CFU-GM; 
amplificación original 4x. (C) BFU-E; amplificación 4x. (D) Aspecto morfológico 
de dos CFU-GEMM; amplificación original 2x. Fotografías tomadas con una cámara 
de fotos acoplada a una lupa binocular Leica MZ6. 
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Figura 29: Colonias hematopoyéticas generadas por las células CD45- de la FVE. (A) 
BFU-E; amplificación original 10x. (B) CFU-GEMM; amplificación original 10x (C) 
Aspecto de de una CFU-GM en sus inicios; amplificación original 10x y (D) CFU-
GM completamente formada; amplificación 4x. Fotografías tomadas con un 
microscopio invertido LEICA DM-IRE2 con cámara de color DM350FX. 
 

Tal como se observa en la Tabla 2, el número de CFU por cada 100 x 

103 células fue aproximadamente 4 veces mayor en la subpoblación celular 

CD45+ que en la CD45-. Sin embargo, no se apreciaron diferencias 

significativas en la distribución de las CFU (Figura 30). Dado que en 

humanos la mayoría de los progenitores hematopoyéticos están contenidos en 

la subpoblación celular CD45+, estos resultados sugieren que las células 

CD45- podrían haber estado contaminadas con células CD45+. Sin embargo, 

esta posibilidad es muy remota, pues el grado de pureza de las células 

aisladas fue siempre superior al 95% en todos los casos (Figura 31). 
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Figura 30: Distribución de las CFU generadas por las células CD45- y CD45+. Los 
valores presentados indican la contribución de las colonias mieloides ( ) y 
eritroides ( ), expresados en porcentaje con respecto al total de las CFU. 

Figura 31. Pureza de las células CD45+ y CD45- aisladas mediante métodos 
inmunomagnéticos. Imágenes de citometría de flujo de las células de la FVE antes 
de la selección y después de la misma. 
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Es bien sabido que el suero contiene factores o componentes que pueden 

afectar a la proliferación de las células o a la diferenciación de las mismas. 

Por ello, las células aisladas se sembraron en un medio sin suero. Sin 

embargo, tal como se observa en la Tabla 2 y en la Figura 30, tanto el 

número de CFU obtenido como su distribución fue muy similar al obtenido en 

presencia de suero. 

Finalmente, se determinó si las bajas concentraciones de oxígeno afectaban a 

la capacidad hematopoyética de los progenitores hematopoyéticos contenidos en 

la FVE. A tal efecto, las células CD45+ y CD45- se sembraron en un medio 

que contenía suero y se incubaron en una atmósfera con un 5% de O2. El 

número de CFU generado por ambas subpoblaciones celulares fue similar en 

condiciones de normoxia (20% O2) y de hipoxia (5% O2) (Tabla 2 y 

Figura 30). 

2.2 Expansión de los progenitores hematopoyéticos contenidos en las 

subpoblaciones celulares CD45+ y CD45- de la FVE 

Se sabe que las HSC residen en las zonas más hipóxicas de la médula 

ósea [135], y que es posible expandirlas ex vivo en condiciones de hipoxia 

[136]. Sin embargo, existe cierta controversia sobre si los progenitores 

hematopoyéticos se preservan mejor o se pueden expandir en condiciones de 

hipoxia, probablemente debido a diferencias en las condiciones de cultivo 

utilizadas [137, 138]. No obstante, la hipoxia es esencial para la proliferación 

de los progenitores hematopoyéticos embrionarios [139]. Por ello, las células 

aisladas de la FVE se cultivaron en un medio de cultivo líquido sin suero, 

óptimo para expandir los progenitores hematopoyéticos CD34+ [136, 140, 

141], y se determinó cómo afectaban las bajas concentraciones de oxígeno a 

la proliferación de los mismos. Como se muestra en la Tabla 2, tras 7 días 
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de cultivo en condiciones de normoxia, el número de CFU producido por las 

células CD45+ y por las células CD45- aumentó aproximadamente unas 7 

veces, aunque ello no afectó a la distribución de las CFU (Figura 30). Sin 

embargo, las células CD45-, a diferencia de las CD45+, generaron 3,5 veces 

más CFU cuando el cultivo se realizó en condiciones de hipoxia(p<0,05). 

Dado que a los 7 días de cultivo en medio líquido, el número total de 

células disminuyó aproximadamente entre un 5% y un 10% en condiciones de 

normoxia, y un 25% en condiciones de hipoxia, estos resultados demuestran 

que hubo una expansión neta de progenitores hematopoyéticos, determinados 

como CFU, y además sugieren que los progenitores hematopoyéticos 

contenidos en la subpoblación celular CD45- deben ser más primitivos que los 

contenidos en la subpoblación CD45+. 

 

2.3 Determinación de la capacidad hematopoyética de las células CD34+ de la 

FVE 

En humanos, a diferencia de lo observado en ratón, el uso de 

combinaciones de algunos de los miembros de la molécula de señalización de 

activación del linfocito (SLAM, signaling lymphocytic activation molecule) no 

ha demostrado ser apropiado para identificar las HSC ni los progenitores 

hematopoyéticos [142, 143], y las estrategias basadas en el aislamiento de 

las células CD34+ siguen siendo las más ampliamente utilizadas. Sin embargo, 

la particular composición de la FVE, altamente enriquecida en células CD34+ 

que expresan también el antígeno CD90, fenotipo característico de la célula 

stem/progenitora hematopoyética [28], hace particularmente difícil la 

identificación de los progenitores hematopoyéticos. 

 

Nuestros resultados demuestran que las células CD34+ representaron el 

55,50% 
 0,40% del total de las células (n = 55). La mayoría de las 
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células CD34+ expresó el CD90 y el CD13 (88,40% 
 0,41%, n = 20 y 

85,50% 
 2,37%, n = 7, respectivamente) y una pequeña proporción 

(21,50% 
 0,21%, n = 50) fue positiva para el CD31. Además, la mayoría 

de las células CD45- expresó el CD34 (76,10% 
 0,41%, n=47) (Figuras 

22, 23 y 26.) 

 

Para demostrar que la mayoría de las células CD34+ correspondía a 

precursores mesodérmicos, se analizó la co-expresión del BB9 y el MSCA-1. 

Como se muestra en la Figura 32, prácticamente el 50% de las células 

CD45-CD34+ expresó el BB9 (47,60% ± 1,44%, n = 14), y los análisis de 

FSC y SSC demostraron que las células CD34+BB9+ no constituían una 

población homogénea, pues incluía células grandes y granulares (alto 

FSC/SSC) y también células de menor tamaño y baja granularidad (bajo 

FSC/SSC). Además, una proporción variable de las células CD34+BB9+ co-

expresó el MSCA-1 (33% ± 3,5%, n = 5). Como las células BB9+MSCA-

1+ exhibieron los mayores valores de FSC/SSC, la co-expresión del BB9 y 

el MSCA-1 debe reconocer a las células del estroma mesenquimatoso, 

mientras que el fenotipo BB9+MSCA-1- debe identificar las células 

mesodérmicas más primitivas y probablemente también los progenitores 

hematopoyéticos. 
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Figura 32. Las células CD34+ de la FVE son en su mayoría de origen estromal. Las 
células de la FVE se marcaron con el anticuerpo anti-CD45 y las células CD45- se 
analizaron para determinar la co-expresión del CD34 con los antígenos BB9 y 
MSCA-1. En la izquierda de la figura se muestran las células CD34+BB9+, 
representadas en rojo, y sus características físicas de FSC y SSC. En la derecha de 
la figura se muestra la expresión del MSCA-1 en las células CD34+BB9+, así como 
las características de FSC/SSC de las células BB9+MSCA1+. Los controles isotípicos 
se muestran a ambos lados de la figura. 
 

Dado que una gran mayoría de las células CD34+ tenía un fenotipo de MSC, 

se diseñaron varias estrategias (descritas en la Metodología), que nos 

permitieran aislar distintas subpoblaciones de células CD34+ (Figura 33), y 

así determinar cuál de ellas tenía actividad hematopoyética. 
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Figura 33. Subpoblaciones celulares aisladas en las distintas estrategias utilizadas. 
 

En primer lugar, para determinar si la población CD45- estromal contenía 

progenitores con actividad hematopoyética, tomamos en consideración una de 

las propiedades físicas más característica de las MSC, que es su adherencia 

al plástico del material de cultivos. Así, se sembraron las células CD45- en 

DMEM con un 5% de FBS, y tras 7 días de cultivo se recogieron las células 

adherentes y las no adherentes. Tal como se observa en la Figura 34, a los 

7 días de cultivo las células CD45- no adherentes al plástico, eran las de 

menor tamaño y granularidad. Como era de esperar, las células adherentes 

carecieron de actividad hematopoyética, mientras que la capacidad clonogénica 

de las células no-adherentes aumentó 13,2 
 1,7 veces (n = 3) respecto a 

la actividad exhibida por las células CD45- recién aisladas. 
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Figura 34: Imagen por citometría de flujo de las células CD45- recién aisladas y de las 
células CD45- no adherentes a los 7 días de cultivo. 
 

En otra serie de experimentos, las células de la FVE se separaron en base 

a la expresión del antígeno fibroblasto [126, 127] en células Fib+ y Fib-. En 

estas condiciones las células Fib+ representaron aproximadamente el 10% del 

total de las células. Tal como se observa en la Figura 35, virtualmente todas 

las células aisladas Fib+ expresaron el CD34, y más del 70% de las células 

Fib+CD34+ expresó el BB9. Los ensayos clonogénicos demostraron que las 

células Fib- generaron el 99,28 
 1,25 del total de las CFU generadas por 

las células de la FVE (n = 6), mientras que una mínima actividad 

hematopoyética residual (0,72% 
 1,25% del total de las CFU) fue generada 

por las células Fib+, probablemente debida a la presencia de células CD45+ 

que se recogieron durante el proceso de selección (Figura 35). 

 

A continuación, las células Fib- se separaron en las subpoblaciones celulares 

Fib-CD34- y Fib-CD34+, que constituyeron aproximadamente el 20%-25% y el 

70%-80% de las células Fib-, respectivamente. Los ensayos para la 

enumeración de progenitores hematopoyéticos demostraron que las células Fib-

CD34+ generaron el 94,32% 
 2,03% del total de CFU producidas por la 

población celular Fib- (n = 6), mientras que el resto de las CFU (5,69% 
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 2,03%) lo aportaron las células Fib-CD34-, una población enriquecida en 

células hematopoyéticas CD45+CD34- (Figura 35). 

 

Alternativamente, las células de la FVE se separaron en base a la expresión 

del antígeno CD45 y posteriormente en base a la expresión del antígeno 

fibroblasto. Como era de esperar, las células CD45-Fib+ no generaron CFU, 

mientras que la capacidad clonogénica de las células CD45-Fib- aumentó en 

unas 1,70 
 0,16 veces respecto al conjunto de las células CD45-. A 

continuación las células doblemente negativas CD45-Fib- se separaron en base 

a la expresión de la molécula CD34, y esta estrategia permitió demostrar que 

solo las células CD45-Fib-CD34+ tenían capacidad de generar CFU. 

 

Nuestro grupo había demostrado que la capacidad hemangioblástica de las 

células CD45- de la FVE residía en unas células de muy bajo FSC y SSC 

[125]. Por lo tanto, con el fin de fenotipar las células contenidas en la 

subpoblación celular Fib- que presentaran estas características, se usó un 

valor bajo para el umbral de FSC (FSC threshold de 5000), que en 

combinación con el colorante vital 7-AAD, permitiera analizar las células 

viables de muy pequeño tamaño. A continuación, tal como se muestra en la 

Figura 35, las células aisladas Fib-CD34+ y Fib-CD34- se analizaron 

atendiendo a sus características de FSC y SSC. 

 

La citometría de flujo demostró que la pureza de las células recogidas en la 

ventana de "Alto FSC" fue muy alta, de hecho, el porcentaje de células 

CD34+ en la subpoblación Fib-CD34- fue siempre inferior al 0,5%, mientras 

que el porcentaje de las células CD34- recogidas en la población Fib-CD34+ 

rara vez excedió del 5%-8%. Sin embargo, se pudo observar que la 

subpoblación celular Fib-CD34+ contenida en la ventana de "Bajo FSC" 
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contenía una proporción variable de células que carecían de la expresión del 

CD34. 

 

 

Figura 35. Análisis por citometría de flujo de las células aisladas de la FVE del tejido 
adiposo humano. Las células de la FVE se separaron por métodos inmunomagnéticos 
siguiendo el diagrama esquemático de la figura. Las células Fib+ se marcaron con el 
anticuerpo anti-CD45 y se determinó la expresión de los antígenos CD34 y BB9 en 
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las células CD45-. Las células aisladas Fib-CD34- y Fib-CD34+ se analizaron de 
manera independiente y atendiendo a las características de FSC y SSC para 
determinar la expresión de CD34, CD45, CD31, Tie-2 y BB9. Las células 
contenidas en el umbral bajo de FSC representaron aproximadamente el 35% y el 
45% del total de las células Fib-CD34- y Fib-CD34+, respectivamente. Los números 
en los cuadrantes indican el porcentaje de células expresando los antígenos 
seleccionados. En la figura se muestran los controles isotípicos. 
 

 

Muchas de las células CD34+, con independencia de sus características 

citométricas de FSC, expresaron el antígeno CD31, lo que indica la presencia 

de células endoteliales o progenitores endoteliales en la FVE. Sin embargo, la 

expresión del BB9 pareció estar más restringida a las células CD34+ con un 

alto FSC. Como era de esperar, ni el CD31, ni el BB9 se expresaron en las 

células Fib-CD34-. Es importante señalar la presencia de una población 

discreta de células de muy pequeño tamaño, que siendo negativas para 

CD34, exhibieron una alta expresión de Tie-2, el receptor de la angiopoietina 

(Figura 35). 

 

Aunque estos análisis no permitieron identificar una población discreta de 

progenitores hematopoyéticos, si se pudo apreciar la presencia de células 

CD34+ en ambas subpoblaciones celulares CD45- y CD45+ con una 

intensidad de fluorescencia intermedia, y que probablemente deben contener los 

progenitores hematopoyéticos de la FVE. Por otra parte, las únicas células 

que expresaron los antígenos CD117, Flt-1 y KDR, marcadores típicos de 

HSC y progenitores hematopoyéticos primitivos [144-146], estuvieron 

contenidas en la subpoblación celular CD45+, pero a diferencia de los 

progenitores hematopoyéticos que tienen una débil o nula expresión de CD45, 

estas células fueron fuertemente positivas para este antígeno (Figura 36), por 

lo que deben ser mastocitos o células cebadas. 
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Figura 36. Expresión de Flt-1, CD117 y KDR en las células de la FVE. En algunas 
muestras de tejido adiposo humano se pudo observar la presencia de células con 
una elevada expresión de CD45, representadas en azul, que co-expresaron los 
antígenos CD34, Flt-1, CD117 y KDR. Los números en los cuadrantes representan el 
porcentaje de células positivas para los antígenos seleccionados. 
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2.4 Distribución de la celularidad y la actividad hematopoyética en la FVE 

Los resultados obtenidos han permitido hacer una estimación de la 

contribución de las distintas subpoblaciones celulares a la composición de la 

FVE del tejido adiposo humano (Figura 37), y a la actividad hematopoyética 

en la misma (Figura 38). 

 

 

 

Figura 37. Distribución de las subpoblaciones celulares de la FVE. Los resultados se 
expresan como la media ± error estándar y corresponden a una n = 10-35. 
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Figura 38: Distribución de la actividad hematopoyética en la FVE. Los resultados indican 
la contribución de las distintas subpoblaciones celulares a la actividad hematopoyética 
de la FVE, seleccionadas en base a la expresión del antígeno CD45 (A) y a los 
antígenos Fibroblasto y CD34 (B). Las figuras de la izquierda muestran la actividad 
hematopoyética de las células seleccionadas en porcentaje. Las figuras de la derecha 
indican el número de CFU generadas por 100 x 103 células, estando los resultados 
expresados como la media ± error estándar. Los datos del panel A corresponden a 
los datos presentados en la Tabla 2. Los datos del panel B corresponden a una   
n = 6. 
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OBJETIVO 3 

 

DETERMINACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LOS GENES QUE CODIFICAN PARA 

FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN HEMATOPOYÉTICOS EN LAS DISTINTAS 

SUBPOBLACIONES CELULARES DE LA FVE DEL TEJIDO ADIPOSO HUMANO 

 

 

3. 1. Expresión de los genes implicados en el proceso de la hematopoyesis 

Para caracterizar mejor la actividad hematopoyética de las células de la 

FVE, se analizó, mediante RT-PCR, la expresión de los principales genes 

implicados en el desarrollo de la hematopoyesis. 

 

Tal como se observa en la Figura 39, los principales factores de 

transcripción, incluyendo SCL/TAL1, GATA2, RUNX1 y RUNX2 se expresaron 

a niveles significativamente más altos en las células CD45+ que en las 

células CD45-, probablemente como resultado del mayor contenido en 

progenitores hematopoyéticos en esa subpoblación celular. Sin embargo, 

GATA1, un factor de transcripción tardío, directamente implicado en el proceso 

de eritropoyesis [147] no se detectó ni en las células CD45+ ni en las 

CD45-, a pesar de que todos los ensayos clonogénicos demostraron la 

existencia de progenitores eritroides. 
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Figura 39. Análisis de la expresión de los factores de transcripción involucrados en 
la hematopoyesis. Las subpoblaciones celulares de la FVE, así como las células 
CD34+ de SCU y SP se aislaron mediante métodos inmunomagnéticos y se utilizaron 
para los análisis de la expresión génica mediante RT-PCR. El nivel de los 
transcritos fue normalizado frente al gen de referencia GAPDH. nd: no detectado. 
CD34+ de SCU y de SP (n=6-8); Subpoblaciones celulares de la FVE: CD45+ y 
CD45- (n = 6), CD45-Fib-CD34+ y CD45-Fib-CD34- (n = 4). Valores de 
significancia: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Cuando se analizaron las células CD45-Fib-CD34+ y CD45-Fib-CD34-, el 

patrón de expresión génica obtenido demostró que la subpoblación celular que 

contenía las células CD34+ tenía un mayor nivel de expresión de los genes 

SCL/TAL1 y RUNX2, mientras que GATA2 se expresó a niveles 

significativamente más altos en la subpoblación celular CD34-. Por contra, no 

hubo diferencias en el nivel de expresión de RUNX1. 

 

A continuación, se determinó la expresión de estos genes en los progenitores 

hematopoyéticos aislados de SCU y de SP. Como se observa en la Figura 

39, el nivel de ARNm de los genes GATA1 y RUNX2 fue significativamente 

más alto en las células CD34+ de adulto que en las neonatales. Dado que 

las células CD34+ incluyen las HSC y los progenitores hematopoyéticos, estas 

diferencias en el nivel de expresión pueden ser debidas a un mayor contenido 

en progenitores hematopoyéticos no quiescentes en las células CD34+ de SP 

de adulto [148]. Sin embargo, los niveles de SCL/TAL1 y GATA2 fueron 

similares, y aunque el nivel de expresión de RUNX1 fue mayor en las células 

CD34+ de adulto que en las de SCU, no hubo diferencias significativas. 

 

Finalmente, se comparó el nivel de expresión génica de las células CD45+ y 

CD45- de la FVE con el de los progenitores hematopoyéticos procedentes de 

SCU y SP. Los resultados obtenidos demuestran que las células 

hematopoyéticas CD34+ expresaron aproximadamente unas 10 o 20 veces más 

SCL/TAL1, y unas 20 o 40 veces más GATA2 que las células CD45+ o 

CD45- de la FVE, respectivamente. Sin embargo, el nivel de expresión de 

RUNX1 en las células de la FVE fue similar o superior al de las células 

CD34+. Por último, el nivel de transcritos de RUNX2 en las células CD45+ 

de la FVE y en las células CD34+ de la SP fue similar. Sin embargo, las 

células CD45- de la FVE expresaron niveles de RUNX2 más bajos que los 

111



Resultados y Desarrollo Argumental 

 

progenitores hematopoyéticos CD34+ de SCU. 

 

Se ha demostrado que la expansión de los progenitores mieloides está 

asociada a cambios en el nivel de expresión de los factores de transcripción 

[149]. Por ello y con el fin de determinar el cambio en el patrón de 

expresión génica, las células CD45+, CD45- y CD45-Fib-CD34+, que 

previamente habían demostrado tener la capacidad de formar CFU, así como 

los progenitores CD34+ de la SCU, se cultivaron en un medio líquido, óptimo 

para la expansión de progenitores hematopoyéticos, y transcurridos 7 días se 

determinó el nivel de expresión de los genes seleccionados en las muestras 

cultivadas. 

 

Tal como se observa en la Figura 40, la expansión de los progenitores 

hematopoyéticos fue acompañada de una sobre-expresión, o de una inducción 

de GATA1 en las células CD34+ de SCU o en las células aisladas de la 

FVE, respectivamente. Sin embargo, estas condiciones de cultivo indujeron un 

descenso en el nivel de expresión de los genes SCL/TAL1, RUNX1 y GATA2 

en todas las muestras analizadas, probablemente indicando un consumo de las 

HSC. Por otra parte, mientras el nivel de expresión de RUNX2 no se 

modificó en las células CD34+ de SCU, ni en las células CD45+ de la FVE 

tras los 7 días de cultivo, aumentó en las células CD45- y CD45-Fib-CD34+ 

de la FVE. 
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Figura 40. Cambios en la expresión de los factores de transcripción hematopoyéticos. 
Las células CD34+ de SCU, y las células CD45+, CD45- y CD45-Fib-CD34+ de la 
FVE se cultivaron en un medio líquido libre de suero y conteniendo citocinas 
hematopoyéticas de acción temprana durante 7 días. A continuación se extrajo el 
ARN que se utilizó para determinar los cambios en el nivel de expresión génica 
mediante RT-PCR. El nivel de los transcritos se normalizó frente al gen GAPDH.  
El incremento de expresión, expresado en porcentaje, se determinó calculando el ratio 
entre el nivel de expresión obtenido en las células cultivadas y en las células 
aisladas. CD34+ de SCU (n = 5); Subpoblaciones celulares de la FVE: CD45+ y 
CD45- (n = 6), CD45-Fib-CD34+ (n = 4). 
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El principal objetivo de este trabajo era demostrar si los progenitores 

hematopoyéticos de la FVE procedían del propio tejido adiposo, o del torrente 

circulatorio. Dado que el tejido adiposo no es hematopoyético en origen, existe 

la posibilidad de que estos progenitores sean de hecho progenitores 

hematopoyéticos circulantes, que han sido recogidos durante el proceso de 

digestión de la muestra o bien que, procedentes de la médula ósea, hayan 

anidado en el tejido. Existen datos que sustentan esta hipótesis. Así, se ha 

descrito que el tejido adiposo epididimal del ratón contiene células 

hematopoyéticas Lin-CD45+Sca-1+c-kit+, que aumentaron tras movilización con 

G-CSF [150]. Además, el tejido adiposo expresa CXCL12 y SCF [151], dos 

moléculas implicadas en el mantenimiento y reclutamiento de las HSC y 

progenitores hematopoyéticos en su nicho vascular [152, 153], y por lo tanto 

podrían participar en la formación de un nicho apropiado para los progenitores 

hematopoyéticos circulantes. Por otra parte, se ha demostrado que las MSC 

derivadas del tejido adiposo, al igual que las derivadas de la médula ósea 

[58, 154, 155] son capaces de soportar la hematopoyesis [156-158] y de 

recuperar la hematopoyesis en animales irradiados [151]. Sin embargo, 

también existe la posibilidad de que los progenitores hematopoyéticos deriven 

de las células hemangioblásticas del propio tejido [125]. 

 

Es un hecho conocido que las células hematopoyéticas y las endoteliales se 

desarrollan a partir de las células Flk1+ del mesodermo [159, 160], aunque 

todavía existe cierta controversia sobre si se originan de un progenitor común, 

el hemangioblasto [121], o de un endotelio hemogénico [161, 162]. 

Recientemente, Lancrin y cols. [163] demostraron que estas dos células 

primitivas estaban íntimamente relacionadas, y que el hemangioblasto 

Flk1+brachyury+ genera las células hematopoyéticas a través de la formación 

de un endotelio hemogénico Tie2highc-kit+CD41-, que actúa de intermediario. 

114



Resultados y Desarrollo Argumental 

 

Además, estos autores demostraron que las células más primitivas que se 

desarrollan de las colonias de blastos (hemangioblastos) tenían el fenotipo 

Tie2+c-kit-CD41- y expresaban altos niveles de Gata2, y lo que es más 

importante, mientras Scl fue necesario para la generación de las colonias de 

blastos y el endotelio hemogénico, Runx1 fue indispensable para la generación 

de las células hematopoyéticas definitivas. Por otra parte, se ha descrito que 

GATA2, modulando la expresión de Scl, indujo la diferenciación de las células 

del mesodermo Flk1+, a través de los hemangioblastos Flk1+Scl+, en células 

hematopoyéticas o endoteliales [164]. 

 

GATA1 y GATA2 son esenciales en la hematopoyesis embrionaria y adulta 

[165]. Sin embargo, en la hematopoyesis primitiva, la expresión de GATA1 y 

GATA2 no solo se solapa [166], sino que la activación tardía de los 

transgenes Gata1, -2, y -3 puede rescatar el fenotipo Gata1-null, 

evidenciando así que la regulación espacio-temporal de los factores Gata es 

fisiológicamente más importante que su propia identidad [167]. Ya en el 

periodo postnatal, GATA2 es necesario para el mantenimiento y expansión de 

las HSC [168, 169]. Además, se ha demostrado que sus niveles de 

expresión son más altos en las HSC quiescentes [170] y que puede conferir 

quiescencia a los progenitores hematopoyéticos de SCU CD34+CD38-, tanto in 

vitro como in vivo [171]. 

 

Por lo tanto, es razonable asumir que la alta expresión de GATA2 en las 

células de la FVE, pueda inducir quiescencia en los precursores 

hematopoyéticos residentes en este tejido. Además, las células CD45-Fib-

CD34- expresaron niveles de GATA2 mucho más altos que los de sus 

complementarias CD45-Fib-CD34+, pero a diferencia de ellas no tuvieron 

capacidad de generar CFU, dada la falta de expresión del antígeno CD34 
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[32, 172]. Por lo tanto, es posible que las células CD45-Fib-CD34-, 

enriquecidas en células Tie-2+, contengan células bipotentes o precursores 

endoteliales. Cualquiera de las dos posibilidades puede explicar el perfil génico 

obtenido. 

 

Adicionalmente, los resultados obtenidos en los ensayos clonogénicos 

demostraron que el número de CFU generado por las células CD34+ de la 

SCU fue de 40 CFU/100 células CD34+, lo que indicaría que la frecuencia 

de progenitores hematopoyéticos en esta población celular es de 2 x 104 a 8 

x 104 veces superior a la exhibida por las células CD45+ o CD45- de la 

FVE, respectivamente. Sin embargo, el nivel de los transcritos de SCL/TAL1 

y GATA2, dos genes expresados por las HSC y los progenitores 

hematopoyéticos [168-173], en las muestras derivadas de tejido 

hematopoyético y adiposo difirieron solo en un orden de magnitud, pero ne se 

detectó expresión de GATA1. 

 

Dado que los progenitores hematopoyéticos contenidos en la FVE son capaces 

de generar BFU-E, a pesar de que no se detectara expresión de GATA1, 

nuestros resultados sugieren que deben ser ontogénicamente más primitivos 

que los progenitores hematopoyéticos circulantes, o bien, que no derivan de la 

médula ósea. 

 

Por otra parte, es interesante señalar que RUNX1, no solo es un marcador 

temprano de célula endotelial y mesenquimal en los sitios de emergencia de 

las HSC [174, 175], sino que es esencial en la hematopoyesis definitiva 

[163, 176]. Sin embargo, aunque en adultos se expresa en las HSC y en 

las células progenitoras hematopoyéticas [177] su función no parece ser 

requerida para el mantenimiento de las HSC [178]. En cuanto a RUNX2, 
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otro miembro de la familia RUNX, aunque esencial en el desarrollo del 

esqueleto, su expresión es elevada en las HSC y en los progenitores 

hematopoyéticos tempranos, disminuyendo a medida que avanza el proceso de 

diferenciación, de manera que niveles altos y sostenidos pueden inducir una 

leucemia mieloide. [179, 180]. Además, se ha sugerido que Runx1 y Runx2 

se regulan mutuamente en los progenitores hematopoyéticos [180]. Por lo 

tanto, es posible que los altos niveles de RUNX1 en las células de la FVE 

sean un marcador de MSC, pero también de célula mesodérmica 

comprometida a la formación de células hematopoyéticas y endoteliales. 

 

Aunque no hemos confirmado que los niveles de ARNm se correlacionen 

directamente con los niveles de proteína para estos genes, los resultados 

obtenidos sugieren diferencias potencialmente importantes en la regulación de 

la hematopoyesis entre los progenitores hematopoyéticos de la FVE y los 

circulantes. 
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OBJETIVO 4 

 

DETERMINACIÓN DE LA ONTOGENIA DE LOS PROGENITORES ERITROIDES 

CONTENIDOS EN LA FVE DEL TEJIDO ADIPOSO HUMANO 

 

 

4.1. Ontogenia de la Eritropoyesis 

En humanos, la eritropoyesis primitiva se origina en el mesodermo 

extraembrionario, siendo detectada en el saco vitelino a los 14-19 días de la 

concepción, y persiste en este órgano hasta la novena semana de gestación. 

Se sabe, desde hace mucho tiempo, que estos eritrocitos primitivos 

experimentan un cambio o “switch” parcial de la hemoglobina. En la semana 

5ª, los eritroblastos sintetizan principalmente Hb Gower I (�2�2), y entre las 

semanas 6ª a 8ª también sintetizan Hb Gower II (�2�2) [181]. La 

eritropoyesis definitiva, que tiene lugar en la región aorta-gónada-mesonefros 

del propio embrión, ya se detecta en el hígado fetal en la semana sexta de 

la gestación [182]. Los eritroblastos en este órgano expresan las globinas �, 

�, �, �, y pequeñas cantidades de �, pero rápidamente los genes de las 

globinas � y � son silenciados, mientras que los de la � y la � se continúan 

expresando hasta el nacimiento. En este punto, la eritropoyesis en la médula 

ósea, que ya era detectable en la 11ª semana de gestación [183, 184], se 

convierte en el principal sitio de la eritropoyesis, y la expresión del gen de la 

globina �, que había ido aumentando progresivamente durante la gestación, 

reemplaza casi completamente al de la globina �. 

 

Los genes de las distintas globinas se encuentran agrupados en dos locus 

diferentes: el “locus de la globina �” y el “locus de la globina �” que se 

encuentran en los cromosomas 16 y 11, respectivamente (Figura 41). 
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Figura 41. Representación esquemática de los locus de las globinas. 
 

En cada uno de los sitios anatómicos, la interacción entre las células del 

estroma y las HSC participan en la regulación de la proliferación y 

diferenciación de estas últimas [185]. Además de todos estos cambios, hay 

enormes diferencias en la concentración de oxígeno durante el desarrollo. En 

el embrión, el oxígeno es obtenido a través del fluido intersticial materno y en 

el feto, vía placenta, donde no aumenta hasta la semana 20ª de gestación. 

Después del nacimiento, la tensión de oxígeno aumenta rápidamente en los 

pulmones del recién nacido. 

 

Aunque la eritropoyesis ha sido un proceso muy estudiado, el desarrollo de 

los cultivos de las células stem embrionarias humanas está permitiendo 

profundizar en el estudio de todos los eventos celulares y moleculares de este 

proceso altamente regulado [186-189]. Asimismo, la posibilidad de diferenciar 

los progenitores hematopoyéticos CD34+ en células eritroides, permite el 

estudio desde las BFU-E hasta las CFU-E, y eventualmente su maduración 

en eritroblastos, normoblastos, reticulocitos y finalmente en eritrocitos 

enucleados [190]. Lo más interesante de estos estudios es que no solo 
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permiten una recapitulación del proceso in vivo, sino que el perfil de las 

hemoglobinas en las células generadas en cultivo refleja la ontogenia de las 

HSC y los progenitores eritroides o BFU-E (Figura 42) [191-194]. 

 

 

 

Figura 42. Modelo simplificado de la ontogenia eritroide en el embrión de mamífero. 
EryP-CFC: progenitores eritroides primitivos; BFU-E: progenitores eritroides; RBC: 
eritrocitos; AGM: región aorta-gónada-mesonefros. Imagen tomada de Palis J. Curr 
Opin Hematol 2008;15:155-161. 
 

 

4.2. Estudio de los progenitores eritroides 

Los resultados obtenidos a nivel celular y molecular demuestran la 

presencia de progenitores hematopoyéticos en la FVE del tejido adiposo 

humano, y aunque su firma molecular difiere de la de los progenitores 

circulantes, ninguna de las pruebas realizadas aporta suficiente información 

sobre su origen u ontogenia. Como se ha comentado anteriormente [150], se 

ha sugerido que el tejido epididimal del ratón puede ser un reservorio de 

progenitores hematopoyéticos. Huelga decir que es inconcebible la realización 

de este tipo de experimentación en humanos. Por ello, y con el fin de 

esclarecer el origen de estos progenitores hematopoyéticos, se procedió al 

estudio de los progenitores eritroides ó BFU-E, analizando la expresión de las 
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hemoglobinas y de los genes de las globinas en las colonias eritroides 

generadas por ellos. 

 

4.3. Análisis de la expresión de la hemoglobina 

El análisis de la expresión de las hemoglobinas se llevó a cabo 

mediante citometría de flujo. En la Figura 43 se muestra el protocolo de 

adquisición y análisis de las células eritroides. A los 12 o 13 días de cultivo, 

cuando las BFU-E estuvieron bien definidas, se pudo observar que la práctica 

totalidad de las células eritroides generadas por los progenitores de la FVE 

estaban agrupadas en torno a un amplio rango de niveles de intensidad de 

fluorescencia emitida por la HbF (Figura 44). Una elevada proporción de las 

células contenía ambas hemoglobinas HbF y HbA (HbF+HbA+), detectándose 

muy pocas células que solo expresaran HbA (HbF-HbA+). Como era de 

esperar, todas las células eritroides generadas por los progenitores CD34+ de 

SCU expresaron HbF, de las que aproximadamente un 20% también expresó 

HbA (Figura 44). 
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Figura 43: Protocolo para la adquisición y el análisis de las células eritroides por 
citometría de flujo. Las células eritroides se seleccionaron en base a criterios de 
FSC, SSC y de expresión antigénica. La expresión de la HbF conjugada con FITC y 
de la HbA (cadena �) conjugada con PE se determinó en las células GFA+CD45- 
seleccionadas. El umbral de expresión estuvo determinado por los controles isotípicos. 
 

Por el contrario, aproximadamente el 40% de las células eritroides generadas 

por las células CD34+ de SP solo expresó HbA, conteniendo el resto de la 

celularidad ambas hemoglobinas (Figura 44). 
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Figura 44. Análisis por citometría de flujo de la expresión de la hemoglobina en las 
células eritroides. Se muestran los cambios en el nivel de expresión de la HbF y la 
HbA en las células eritroides generadas por las células de la FVE y por las células 
CD34+ de SCU y SP a lo largo del tiempo en cultivo. Los diagramas de puntos 
corresponden a una muestra representativa. En el caso de las células derivadas de 
la FVE, se muestra la progresión de los cultivos procedentes de dos muestras 
representativas diferentes (A y B). 
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Figura 45. Distribución de las células eritroides en función de la expresión de las distintas 
hemoglobinas a lo largo del tiempo en cultivo. Los resultados se expresan como el 
porcentaje del total de las células que contienen hemoglobina. CD45- de la FVE,   
n = 5; CD45+ de la FVE, n =5; CD34+ de SCU, n = 7 y CD34+ de SP, n = 4. 
Los datos corresponden a la media ± error estándar. 
 

Para determinar los cambios en la expresión de las hemoglobinas a lo largo 

del tiempo se picaron las BFU-E a distintos días de cultivo. Tal como se 

observa en la Figura 45 y en la Tabla 3, las células eritroides generadas por 

los progenitores contenidos en las células CD45+ y CD45- de la FVE 

mostraron una distribución en el perfil de expresión de la hemoglobina 

prácticamente idéntica. Además, este estudio permitió visualizar el cambio en 

la expresión de las hemoglobinas, fruto del proceso de maduración o 

diferenciación de las células eritroides. Así, la HbF fue parcialmente 

reemplazada por la HbA en las células eritroides generadas en todos los 

cultivos (Figura 45). Sin embargo, se pudo observar que todavía existía una 
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gran proporción de células HbF+HbA+, muy probablemente como resultado de 

haber sido generadas en un medio de cultivo que contenía suero [195, 196]. 

 

  13 días 15 días 21 días 

HbF 
CD45- 19,3 ± 16,8 13,4 ± 5,9 0,8 ± 0,8  

CD45+ 18,7 ± 9,6 14.8 ± 5,2 4,6 ± 1,4* 

     

HbA 
CD45- 7,6 ± 3,8 20,1 ± 4,4 24,8 ± 8,2** 

CD45+ 12,2 ± 2,6 25,6 ± 5,9 27,3 ± 5,6*** 

     

HbF + HbA 
CD45- 68,3 ± 15,0 66,0 ± 10,0 74,2 ± 9,2 

CD45+ 59,9 ± 8,4 58,0 ± 8,1 61,2 ± 3,2 

 
Tabla 3: Porcentaje de células eritroides expresando solo HbF, HbA o ambas, en las 
BFU-E generadas a partir de las células CD45+ y CD45- de la FVE. Los datos que se 
muestran en la tabla proceden de los presentados en la Figura 45. 
 

De hecho, cuando las células CD34+ de SCU o de SP se cultivaron en un 

medio semisólido sin suero, el porcentaje de células HbF-HbA+ aumentó de 

un modo significativo, y este cambio fue acompañado de un descenso 

significativo en la proporción de células HbF+HbA+ (Figura 46). Además, y 

de acuerdo a lo publicado [197], en estas condiciones, el perfil de expresión 

de la hemoglobina en las células eritroides derivadas de progenitores 

hematopoyéticos de adulto fue casi idéntico al de los eritrocitos circulantes de 

donantes sanos (Figura 47). 

 

Por el contrario, la ausencia de suero en el medio de cultivo no indujo 

cambios en la expresión de las hemoglobinas en las células eritroides 

generadas a partir de las células de la FVE (Figura 46). 
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Se ha propuesto que las células de origen fetal o neonatal producen HbF, 

independientemente de las concentraciones de oxígeno, mientras que las de 

origen adulto producen más HbF en condiciones de hipoxia [198]. 

 

Figura 46. Distribución de las células eritroides en función de las condiciones de cultivo. 
Se llevaron a cabo cultivos en paralelo para examinar el efecto de la deprivación de 
suero ( ) y de la hipoxia (5% O2) ( ) sobre la expresión de la hemoglobina. 
Los cultivos tomados como control se realizaron en condiciones de normoxia (20% 
O2) y en presencia de suero ( ). La expresión de la hemoglobina en las células 
eritroides se determinó por citometría de flujo a los 15 días de cultivo. Células de la 
FVE, n = 10; CD34+ de SCU, n =10 y CD34+ de SP, n = 4. Los datos se 
expresan como la media ± error estándar. Diferencias significativas, *p<0.02, 
**p<0.0001. 
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Figura 47. Expresión de HbF y HbA en los eritrocitos de SCU y de SP. El diagrama de 
barras muestra el porcentaje de eritrocitos que expresan solo HbA o HbF y HbA. 
SCU, n = 5; SP n = 5. *p = 0,0016. Los diagramas de puntos muestran los 
análisis por citometría de flujo de una muestra representativa. 
 

Para estudiar como una baja concentración de oxígeno afectaba a la síntesis 

de la hemoglobina, los cultivos se incubaron en una atmósfera de hipoxia 

(5% O2). Tal como se puede observar en la Figura 46, las células 

eritroides generadas por los progenitores CD34+ de SCU exhibieron el mismo 

perfil en condiciones de normoxia que de hipoxia. Sin embargo, el porcentaje 

de las células HbF-HbA+ disminuyó de un modo significativo en las colonias 

eritroides generadas por los progenitores de la FVE. Pero, en contra del bien 

establecido efecto que la hipoxia tiene sobre la reactivación de la HbF en los 

eritrocitos del adulto [198, 199], no se apreciaron cambios significativos en el 

porcentaje de las células HbF+HbA+ ni en el de las células HbF+HbA- (Figura 

46). 
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En este punto es importante recordar que el patrón de distribución de la 

hemoglobina en las células eritroides generadas por los progenitores 

hematopoyéticos contenidos en las células CD45+ o CD45- de la FVE fue 

prácticamente indistinguible (Figura 45 y Tabla 3). 

 

Con el fin de hacer una estimación aproximada del contenido de HbF en las 

células eritroides, se analizaron los valores de la intensidad media de 

fluorescencia emitida por la fluorescencia asociada a la HbF, un parámetro 

obtenido a partir de los análisis de citometría de flujo. Los resultados 

demostraron que la cantidad de HbF por célula HbF+HbA- fue 

significativamente más alta en las células eritroides generadas por las células 

CD45- que en las generadas por las células CD45+, y similar a la de las 

células HbF+HbA- neonatales (Tabla 4). Por lo tanto, estos resultados 

indican que los progenitores eritroides contenidos en la subpoblación celular 

CD45- de la FVE son más inmaduros que los contenidos en la subpoblación 

celular complementaria CD45+, y similares en ontogenia a los de la SCU. 

 
 HbF HbA 

 Células HbF+HbA- Células HbF+HbA+ Células HbF-HbA+ Células HbF+HbA+ 

CD45-FVE 86778 ± 5585 53334 ± 3089 11505 ± 1305 13498 ± 1329 

CD45+FVE 46362 ± 2176* 32637 ± 1527 12445 ±  487 11555 ±  461 

CD34+SCU 75924 ± 9271 43885 ± 5407 9484 ± 1411 12428 ± 1377 

CD34+SP  23495 ± 1768 12359 ±  627 10528 ±  298 

 
Tabla 4. Valores de intensidad media de fluorescencia de las HbF y HbA en las 

células eritroides. Datos correspondientes a las células eritroides generadas por los 
progenitores a los 15 días de cultivo (FVE y SCU) o a los 13 días de cultivo 
(SP), expresados como la media ± error estándar. Las muestras corresponden a 
las presentadas en la Figura 45. Diferencias significativas, células CD45+ vs células  
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4.4. Análisis de la expresión de los genes de las globinas 

Los resultados de los análisis de expresión génica demostraron que el 

nivel de los transcritos para una misma globina en las células eritroides 

generadas por los progenitores de la SCU y de la FVE fueron muy variables, 

mientras que los datos obtenidos en las muestras procedentes de la SP 

fueron muy homogéneos. Como las BFU-E son el resultado de una expansión 

clonal, la variabilidad observada debe ser el resultado de la presencia de 

progenitores eritroides en diferentes estadios de maduración. Sobre la base de 

este concepto, y tomando como referencia el nivel de los transcritos de la 

globina �, se agruparon los valores en tres grupos (en la Figura 48 

aparecen como I, II y III). 

 

Los resultados obtenidos pusieron en evidencia que en las células eritroides 

generadas por los progenitores CD34+ de SCU o de SP, los niveles de 

ARNm de la globina � fueron siempre superiores a los de la globina �. Sin 

embargo, las células eritroides generadas por los progenitores contenidos en la 

FVE sintetizaron cantidades similares de ARNm de ambas globinas (Figura 

48). 

 

Como era de esperar, los mayores niveles de transcritos de la globina � 

correspondieron a las células eritroides neonatales, mientras que los más bajos 

correspondieron a las de origen adulto. Sin embargo, las células eritroides 

derivadas de los progenitores de la FVE sintetizaron cantidades de ARNm de 

esta globina, de marcado carácter fetal, a unos niveles comprendidos entre los 

obtenidos por las células de la SCU y los de la SP (Figura 48). 
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Figura 48. Expresión de los genes de las globinas en las células eritroides. La células 
CD45+ y CD45- de la FVE, y los progenitores hematopoyéticos CD34+ de SCU y 
de SP se cultivaron en un medio semisólido y las células eritroides contenidas en 
las BFU-E generadas tras 15 días de cultivo se analizaron por RT-PCR. Los valores 
de los transcritos se normalizaron frente a GAPDH. Sobre la base de los valores de 
los transcritos de la globina �, los valores de las globinas se agruparon en tres 
grupos (I, II y III). Se muestran los ratios �/(�+�) y �/(�+�) correspondientes a 
los diferentes grupos de muestras analizados. Células CD45- de la FVE ( ), n = 
17; células CD45+ de la FVE ( ), n = 17; células CD34+ de SCU ( ), n= 10; 
células CD34+ de SP ( ) n = 4. Todas las muestras se ensayaron por duplicado. 
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Los valores de los ratios entre las distintas globinas no solo aportan 

información sobre la contribución de las diferentes globinas a la molécula de 

la hemoglobina, sino que también reflejan la ontogenia de la misma, y por lo 

tanto la de los progenitores eritroides. 

 

Como se observa en la Figura 48, el valor del ratio �/(�+�) en las células 

eritroides generadas por los progenitores CD34+ de SP fue de 2,55, mientras 

que en las células eritroides neonatales contenidas en los grupos I, II y III 

los valores obtenidos para este ratio fueron 0,55, 1,15 y 2,50, 

respectivamente. 

 

Por otra parte, los valores del ratio �/(�+�) en las células eritroides 

generadas por las células CD34+ de SCU contenidas en los grupos I, II y III 

fueron 0,74, 0,57 y 0,56, respectivamente, descendiendo hasta 0,04 para 

las generadas por los progenitores hematopoyéticos de adulto (Figura 48). 

Por lo tanto, los datos obtenidos corroboran el origen neonatal de los 

progenitores eritroides de la SCU, y además demuestran que los niveles de 

transcritos recogidos en el grupo I deben corresponder a los de las células 

eritroides más inmaduras. 

 

Cuando se determinó el ratio �/(�+�) en las células eritroides generadas 

por los progenitores hematopoyéticos de la FVE, los valores obtenidos fueron 

desde 0,54 a 1,11 para las originadas por la subpoblación celular CD45-, y 

desde 0,56 hasta 0,87 para las generadas por la subpoblación celular 

complementaria CD45+. Por lo tanto, estos valores fueron muy similares a los 

obtenidos en las células eritroides de origen neonatal. Sin embargo, los 

valores del ratio �/(�+�) estuvieron comprendidos entre los alcanzados por 

las células neonatales y las de adulto (Figura 48). 
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Adicionalmente, y aunque la contribución de la globina � es de una 

importancia relativa en los individuos adultos sanos, pues la HbA2 (�2�2) 

solo supone un 1%-2% del total de la hemoglobina, nuestros resultados 

demuestran que los valores del ARNm de la globina � fueron superiores en 

las células de origen adulto que en las neonatales. Además, las muestras de 

la FVE agrupadas en el grupo I presentaron valores similares a los 

presentados por las céluolas derivadas de la SCU, mientras que las de los 

grupos II y III fueron similares a los obtenidos en las células derivadas de 

los progenitores hematopoyéticos de la SP (Figura 48). Asimismo, y aunque 

sí se pudo detectar expresión de las globinas embrionarias � and � en las 

muestras analizadas, los niveles obtenidos fueron muy bajos, como pudimos 

corroborar mediante electroforesis en geles de agarosa (datos no mostrados). 

 
Por último, se determinó como afectaba a la expresión de los genes de las 

globinas la deprivación de suero y una atmósfera de hipoxia. Tal como se 

observa en la Tabla 5, cuando las células eritroides fueron generadas en un 

medio sin suero, el nivel de los transcritos de las globinas se redujo 

drásticamente en todas las muestras analizadas, aunque habría que señalar 

que en las células eritroides generadas por los progenitores hematopoyéticos 

de SCU y de SP la expresión de la globina � fue la menos afectada. Estos 

resultados están en aparente contradicción con el aumento observado en el 

porcentaje de células HbA+ en las células eritroides de origen hematopoyético 

y sugieren que los niveles de ARNm no solo están regulados a nivel post-

transcripcional, sino que deben existir diferencias en la regulación de la 

transcripción entre las células eritroides generadas por los progenitores de la 

FVE y las generadas por los progenitores hematopoyéticos de la SCU y la 

SP. 
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Tabla 5. Efecto de la deprivación del suero y de una atmósfera hipóxica sobre la 
expresión de los genes de las globinas. Las BFU-E obtenidas en medio semisólido sin 
suero en una atmósfera de O2 al 20%, o en condiciones de hipoxia (5% O2) en 
un medio conteniendo suero se analizaron por RT-PCR. La expresión de los distintos 
genes se normalizó frente a GAPDH. Para obtener los incrementos de expresión, los 
valores de 2-	Ct correspondientes a las condiciones experimentales se dividieron por 
los valores de 2-	Ct obtenidos en las condiciones control. Los valores se dan en 
porcentaje. Las condiciones control consistieron en un medio conteniendo suero e 
incubación de los cultivos en normoxia. Los datos se dan como la media 
 error 
estándar. Normoxia en medio sin suero: células CD45+ de la FVE, n = 4; células 
CD45- de la FVE, n = 4; células CD34+ de SCU, n = 5; células CD34+ de SP, 
n =4. Hipoxia en medio conteniendo suero, células CD45+ de la FVE, n = 4; 
células CD45- de la FVE, n = 6; células CD34+ de SCU, n = 5. Todas las 
muestras se ensayaron por duplicado. 
 

Por otra parte, cuando los progenitores hematopoyéticos de la SCU fueron 

inducidos a generar colonias eritroides en condiciones de hipoxia se pudo 

observar como una concentración de O2 del 5% inducía un descenso 

moderado y similar en los niveles de ARNm de las globinas α y γ, y un

descenso más marcado en la expresión de la globina �. 

 

Sin embargo, la hipoxia indujo un aumento en el nivel de transcritos de la 

globina �, que fue moderado en las células eritroides generadas por los 

  Globina α Globina β Globina γ Globina δ 

SIN 

SUERO 

CD45+ FVE 1,9 ± 0,2 1,1 ± 0,2 3,9 ± 0,4 1,8 ± 0,6 

CD45- FVE 5,0 ± 0,2 9,8 ± 0,2 1,4 ± 0,1 4,8 ± 0,6 

CD34+ SCU 5,1 ± 0,1 3,5 ± 0,3 24,2 ± 1,2 17,5 ± 9,1 

CD34+ SP 3,5 ± 0,3 2,9 ± 0,3 13,5 ± 0,2 3,8 ± 0,8 

      

HIPOXIA 

CD45+ FVE 90,6 ± 3,9 96,5 ± 7,7 140,3 ± 12,2 108,0 ±  5,7 

CD45- FVE 50,6 ± 3,0 72,5 ± 1,8 110,2 ±  1,9 125,5 ± 45,6 

CD34+ SCU 82,2 ± 3,2 56,7 ± 2,6 76,4 ±  4,7  94,0 ± 28,0 
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progenitores hematopoyéticos contenidos en las subpoblación celular CD45- de 

la FVE y mucho más pronunciado en las generadas por las células CD45+.  

Adicionalmente, es interesante señalar cómo la hipoxia no alteró la expresión 

de las globinas α y β en las células eritroides generadas por la subpoblación 

celular CD45+ de la FVE, pero si indujo una disminución en las generadas 

por la subpoblación celular CD45-. Sin embargo, y a diferencia de lo 

observado en las células neonatales, el descenso más marcado se produjo en 

la expresión de la globina α. 

 

Teniendo en cuenta que el perfil de la hemoglobina depende de la ontogenia 

de los progenitores hematopoyéticos y que la respuesta a las condiciones de 

cultivo depende de ella [191-194], los resultados obtenidos apoyan la 

hipótesis de que no derivan de la médula ósea, sino del propio tejido 

adiposo. 

 

Así, el cambio de la hemoglobina en respuesta a las condiciones de cultivo 

en las células eritroides generadas por los progenitores eritropoyéticos de la 

FVE difirió del presentado por las células derivadas de tejidos 

hematopoyéticos. En segundo lugar, en las células eritroides de origen 

neonatal o adulto, el nivel de ARNm de la globina α siempre fue superior al 

de la globina β, lo que puede ser interpretado como una firma de su origen 

hematopoyético [200], mientras que en las células eritroides generadas por 

los progenitores eritroides de la FVE los niveles de los ARNm de las globinas 

α y β fueron similares. Por último, dado que dos cadenas de globina α se 

combinan con dos cadenas de globina � o dos de � para formar la 

hemoglobina, deben existir diferencias tanto a nivel transcripcional como post-

transcripcional entre las células eritroides de los tejidos hematopoyéticos y las 

generadas por los progenitores de la FVE. 
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OBJETIVO 5 

 

DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD ANGIOGÉNICA DE LAS 

SUBPOBLACIONES CELULARES DE LA FVE DEL TEJIDO ADIPOSO HUMANO 

 
 

La angiogénesis es el proceso de formación de nuevos vasos sanguíneos 

a partir de la microvasculatura preexistente. Este proceso se caracteriza por la 

sucesión de los siguientes eventos: vasodilatación, aumento de la 

permeabilidad vascular, degradación de la matriz extracelular, proliferación y 

migración de las células endoteliales y finalmente maduración periendotelial 

[201]. Al tratarse de un proceso en el que intervienen elementos humorales y 

celulares [202], los ensayos in vivo aportan información en términos de 

formación de vasos, reclutamiento de células endoteliales y funcionalidad de 

los vasos a través de la anastomosis con la vasculatura del huésped. 

 

El Matrigel™ se ha convertido en una herramienta de enorme valor para 

estudiar la angiogénesis, debido a su similitud con la matriz extracelular 

natural. El uso de implantes de Matrigel está considerado uno de los ensayos 

más rápidos para el cribado de inhibidores y estimuladores de la angiogénesis 

[203, 204]. La respuesta angiogénica en el implante depende tanto de las 

características del animal como de la zona donde se inyecte el implante. Así, 

los ratones jóvenes (hasta 6 meses de edad) crean menos vasos que los 

ratones más viejos, mientras que los implantes en la zona dorsal generan una 

menor respuesta angiogénica, que los implantes en la zona ventral [203, 

204]. Dado que el Matrigel cuando se inyecta es avascular, cualquier vaso 

que se forme es fácilmente distinguible. 
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Posiblemente los dos factores más ampliamente utilizados para inducir una 

angiogénesis en implantes de matrigel sean el VEGF y el bFGF [205, 206]. 

Se ha sugerido que el bFGF induce la vascularización al activar el sistema 

VEGF/VEGFR [207]. Además, promueve la dispersión de las células 

endoteliales y la formación de las interacciones célula-célula requeridas para la 

maduración de los vasos [128, 207, 208]. Muchos factores con potencial 

angiogénico, como el VEGF, el bFGF, el factor de crecimiento placentario 

(PlGF, placental derived growth factor), el EGF o la angiogenina, se unen a 

la heparina. Además, se ha demostrado que la heparina es necesaria para 

las interacciones entre el factor y su receptor, funcionando como un activador 

del proceso angiogénico a bajas concentraciones. 

 

Para evaluar la capacidad de las células de la FVE de inducir una 

neoangiogénesis se han usado ratones atímicos inmunodeficientes como 

huéspedes de los implantes de Matrigel. La ventaja del uso de estos animales 

es que se evita la angiogénesis en los implantes acelulares de Matrigel, al 

estar inhibida la respuesta inflamatoria [205, 209]. Así, la activación y 

propagación de la respuesta angiogénica está limitada a la efectividad del 

estímulo angiogénico contenido en el Matrigel, en este caso las células 

aisladas o derivadas de la FVE. Asimismo, se ha usado Matrigel-GFR 

(reducido en factores de crecimiento) para evitar la influencia de los mismos 

en la activación de la angiogénesis. 

 

El implante subcutáneo de Matrigel con MSC generadas a partir de médula 

ósea [210] y de progenitores endoteliales derivados de SCU [211] ha 

demostrado la capacidad de estas células de inducir una angiogénesis, y por 

ello se ha sugerido como modelo para el desarrollo de nuevas aproximaciones 

dirigidas a mejorar la neovascularización en protocolos de ingeniería de tejidos. 
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Está ampliamente descrito en la literatura que las MSC derivadas de la 

médula ósea, de tejido adiposo u otras fuentes, al secretar factores 

angiogénicos, inducen una neoangiogénesis en la zona del inóculo (84, 104, 

110). 

 

La FVE del tejido adiposo humano, a diferencia de la médula ósea, contiene 

en la subpoblación celular CD45-, células CD31+ capaces de inducir la 

angiogénesis en un modelo animal de isquemia de miembros inferiores (101-

104, 110). Sin embargo, son pocos los estudios que comparan la capacidad 

angiogénica de la subpoblación celular CD45- aislada y no sometida a ningún 

tipo de manipulación, frente a la de las MSC obtenidas en cultivo. 

 

Por otra parte, se ha demostrado en este trabajo que las células 

hematopoyéticas contenidas en la FVE, y en especial la subpoblación de 

monocitos presenta un perfil antigénico muy angiogénico. Por ello, es posible 

que estas células faciliten la angiogénesis fisiológica en el tejido adiposo. 

 
 
5.1 Análisis de las MSC 

Las MSC obtenidas a partir de las células CD45- de la FVE, aisladas 

mediante métodos inmunomagnéticos, presentaron una apariencia muy uniforme, 

y una morfología similar a la de los fibroblastos (Figura 49). El análisis de 

citometría de flujo demostró que fueron negativas para los antígenos CD45, 

CD34, CD31 y positivas para CD90 y CD105 (datos no mostrados). 
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Figura 49. Aspecto morfológico de las MSC derivadas de la subpoblación celular CD45- 
de la FVE. Las células CD45- se cultivaron en medio EGM-2MV. Imagen de 
microscopía de contraste de fases a los 10 días de cultivo. Amplificación 10x. 
 

5.2 Las Células de la FVE estimulan la angiogénesis 

A las dos semanas post-implante, se pudieron apreciar 

macroscópicamente vasos sanguíneos en los implantes de Matrigel conteniendo 

las células de la FVE, mientras que los controles negativos (Matrigel solo) 

fueron avasculares, y en los controles positivos (Matrigel suplementado con 

bFGF y heparina) se pudo observar un ligero tono rosáceo con algún vaso 

sanguíneo en su interior (Figura 50). 

 

 

 
Figura 50: Angiogénesis inducida por células de la FVE del tejido adiposo humano. 
Aspecto macroscópico de diferentes implantes de Matrigel a los 14 días, conteniendo 
ó no células de la FVE. 
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Con el fin de marcar la vasculatura del animal, se inyectó dextrano-FITC en 

la vena de la cola. Tal como se observa en la Figura 51 las células de la 

FVE indujeron la formación de estructuras fluorescentes, bien definidas, llenas 

de eritrocitos. 

 

 
 
Figura 51: Visualización del dextrano conjugado con FITC en los implantes celulares de 
Matrigel. La distribución vascular del dextrano-FITC se visualizó por microscopía de 
fluorescencia. Se muestra el aspecto de los vasos formados en cuatro implantes 
diferentes. 
 
Las preparaciones teñidas con hematoxilina-eosina o con la tricrómica de 

Masson se usaron para definir el Matrigel, la interfase Matrigel-tejido y las 

estructuras vasculares. Los nuevos vasos formados se definieron como 

estructuras luminales conteniendo células sanguíneas perfectamente identificables. 

Tal como se observa en la Figura 52, en muchos de los vasos sanguíneos 

formados se pudieron apreciar las células endoteliales alineadas delimitando la 

luz del vaso. 
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Figura 52: Tinciones histológicas de los implantes de Matrigel. Los cortes histológicos de 
5 μm de espesor se tiñeron con hematoxilina-eosina o con la tricrómica de Masson. 
Las imágenes muestran vasos sanguíneos, indicados con flechas, de distinto calibre, 
conteniendo eritrocitos. 
 

Existen varios métodos para determinar la angiogénesis inducida en el 

Matrigel: cuantificación de la hemoglobina contenida en el implante [212, 

213], medida del volumen de plasma en el implante [214], enumeración de 

las células endoteliales por citometría de flujo [215], cuantificación de la 

fluorescencia emitida por el dextrano-FITC, previamente inyectado por vía 

intravenosa al animal [216], y contaje de los vasos en las preparaciones 

inmunohistoquímicas, siendo este último el método utilizado en este trabajo. 

 

Tras efectuar el recuento de los vasos sanguíneos en las preparaciones, se 

estimó la zona más vascularizada del implante para determinar la densidad de 

los vasos. Los resultados obtenidos demuestran que las MSC indujeron la 

formación de 38 ± 3 vasos/implante, una densidad vascular prácticamente 

idéntica a la inducida por las células CD45+ (37 ± 1 vasos/implante), y 

ligeramente superior, aunque estadísticamente significativa, a la inducida por las 

142



Resultados y Desarrollo Argumental 

 

células CD45-, que fue de 26 ± 2 vasos/implante. Sin embargo, tal como 

se observa en la Figura 53A mientras que en los implantes conteniendo MSC 

más del 75% de los vasos formados estaban en el interior del Matrigel, en 

los implantes con células CD45+ o con células CD45-, solo el 37% o el 

29% de los vasos sanguíneos recién formados, respectivamente, había 

alcanzado el interior del Matrigel, lo que indica que la mayoría de los vasos 

sanguíneos inducidos por las células aisladas de la FVE se encontraba en la 

interfase Matrigel-tejido. Resultados similares se obtuvieron cuando las 

densidades vasculares se expresaron por mm2 de implante (Figura 53B). 

 

 
 
Figura 53. Efecto del bFGF sobre la angiogénesis inducida por las células derivadas, o 
aisladas de la FVE. La densidad vascular en los implantes de Matrigel conteniendo 
células de la FVE (A, B) o células más bFGF y heparina (C, D), a los 14 días 
post-implante, expresada en número de vasos por implante, o en número de vasos 
por mm2 de implante. Se muestra la distribución de los vasos en el interior del 
Matrigel y en la interfase Matrigel-tejido. Datos expresados como media ± error 
estándar (n = 4/tipo celular). (A, B) Células CD45- vs CD45+ y vs MSC: 
*p=0,001. (C) Células CD45- vs CD45+ y vs MSC *p<0,0001; Células CD45+ vs 
MSC: *p<0,0001. (D) Células CD45- vs CD45+ y vs MSC: **p<0,0001; Células 
CD45+ vs MSC: *p=0,02. 
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Para determinar la cinética de crecimiento de los vasos, se extirparon los 

implantes de Matrigel a distintos tiempos. A los 7 días post-implante, la 

práctica totalidad de los vasos inducidos por las células aisladas CD45+ o 

CD45- de la FVE se encontraba en la periferia del Matrigel, mientras que 

aproximadamente un 30% de los vasos inducidos por las MSC había 

penetrado en interior del mismo (Figura 54). Entre los 7 y los 14 días 

hubo un crecimiento exponencial. Sin embargo, mientras la angiogénesis 

inducida por las MSC y las células CD45+ presentó una cinética similar, la 

respuesta fue mucho más lenta en los implantes que contenían las células 

CD45- (Figura 54). 

 

 

Figura 54. Distribución de los vasos formados en los implantes de Matrigel a lo largo del 
tiempo. A los tiempos indicados se extrajeron los implantes, se incluyeron en parafina 
y se procesaron. Los vasos se contaron en las preparaciones teñidas con 
hematoxilina-eosina. Los datos se expresan como la media ± error estándar y 
corresponden a 2 implantes por cada tipo celular 
 

Es un hecho conocido que la angiogénesis inducida por las MSC está 

mediada principalmente por un efecto paracrino. Por tanto, es posible que las 

diferencias observadas en la respuesta angiogénica sean debidas a diferencias 

en la cantidad de factores angiogénicos secretados por las distintas células. 
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De hecho, cuando los implantes de Matrigel conteniendo MSC fueron 

suplementados con bFGF y heparina, la densidad vascular aumentó 

aproximadamente dos veces (Figura 53C, 53D). Sin embargo, la adición de 

estos compuestos a los implantes de células CD45+ o CD45- no indujo, en 

términos de densidad vascular, un aumento de la angiogénesis (Figura 53C, 

53D). Este hecho resulta sorprendente, ya que la sola adición de los 

mismos al Matrigel desprovisto de células, indujo la formación de 10 ± 3 

vasos en los implantes. 

 

Se ha descrito que el bFGF promueve una respuesta angiogénica estromal al 

activar la expresión del VEGF en las células del estroma [217]. Aunque no 

se observó reclutamiento de células estromales en la interfase Matrigel-tejido, 

probablemente porque se trata de un fenómeno temprano y los implantes se 

extirparon a los 14 días, es probable que este efecto contribuyera al aumento 

de la angiogénesis observado en los implantes con MSC. 

 

Un estudio más detallado de la densidad vascular en los implantes demostró 

que en presencia del bFGF, el porcentaje de los vasos sanguíneos que había 

en el interior del Matrigel aumentó de manera significativa en los implantes 

con células CD45+ o CD45- respecto de los implantes sin suplementos, 

mientras que no se observaron cambios en la distribución de los vasos 

sanguíneos en los implantes con MSC (Figura 53C, 53D). Estos resultados 

demuestran que en presencia de las células aisladas CD45+ o CD45-, el 

bFGF tuvo un papel esencial en la elongación o crecimiento de los vasos 

sanguíneos, probablemente al facilitar la dispersión de las células endoteliales 

a través de la matriz extracelular [208, 209, 128, 218]. 
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5.3 Las células CD45+ de la FVE se incorporan en los vasos sanguíneos formados 

El reclutamiento de las células endoteliales para la formación de la red 

angiogénica en los implantes de Matrigel se evaluó también mediante tinción 

inmunohistoquímica con el anticuerpo anti-CD31. Tal como se observa en la 

Figura 55A, las estructuras vasculares fueron positivas para el CD31 de origen 

murino, lo que demuestra que los vasos formados y reclutados en el Matrigel 

tenían su origen en el huésped. 

 

 
 
Figura 55. Caracterización inmunohistoquímica de los implantes de Matrigel a los 14 días 
post-implante. Los implantes conteniendo las células CD45+ de la FVE se tiñeron 
con el anticuerpo monoclonal de ratón anti-CD31 (A), y los anticuerpos policlonales 
humanos e-NOS (B) y CD45 (C). 

 

El examen microscópico de los implantes de Matrigel embebidos con células 

CD45+ revelaron que estas células se asociaron a las estructuras vasculares, 

situándose en la capa íntima endotelial de los vasos (Figura 55B). Además, 
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la tinción con el anticuerpo monoclonal para la eNOS demostró una alta 

expresión de eNOS de origen humano en la zona luminal endotelial (Figura 

55C). Si las células CD45+ de la FVE en contacto con las estructuras 

vasculares experimentan una inducción de la expresión de la eNOS, queda 

por resolver. Lo cierto es que no se observó positividad para eNOS en los 

implantes conteniendo MSC o células CD45-. Estos resultados sugieren que 

las células CD45+ de la FVE del tejido adiposo humano, incorporándose en la 

vasculatura deben tener un papel esencial en la estabilización de los nuevos 

vasos, y posiblemente tengan un papel relevante en la angiogénesis fisiológica 

del tejido adiposo. 

 

5.4 Las células de la FVE estimulan la arteriogénesis 

Las tinciones de hematoxilina-eosina y la tricrómica de Masson (Figura 

52) revelaron el desarrollo de vasos sanguíneos de gran tamaño (diámetro 

superior a 20 μm), mientras que la inmunohistoquímica permitió observar la 

presencia de arteriolas, definidas como vasos sanguíneos conteniendo células 

musculares en su pared (Figura 55). 

 

El cálculo del calibre de los vasos formados (software LEICA Application 

Suite, versión 4.0) permitió demostrar que aproximadamente el 15% y el 8% 

de los vasos formados en los implantes de Matrigel conteniendo MSC tenía 

una área comprendida entre 250 μm2 y 500 μm2, o superior a 500 μm2, 

respectivamente (Figura 57A). La densidad de los vasos de diámetro 

superior a 20 μm en los implantes con células CD45+ fue prácticamente 

idéntico al observado en los implantes con MSC. Sin embargo, las células 

CD45- indujeron una mayor proporción de vasos de calibre superior a 500 

μm2 (Figura 56A). 
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Figura 56. Áreas de los vasos a los 14 días post-implante. Distribución de los vasos 
formados, en función del calibre, en los implantes de Matrigel conteniendo solo 
células (A), o células más bFGF y heparina (B). Los valores corresponden a la 
media del número de vasos comprendidos en un rango de áreas determinado. Los 
valores se expresan como la media ± error estándar y corresponden a 4 implantes 
por tipo celular. (A) Células CD45- vs células CD45+ y vs MSC: * p<0,05. 
 

La adición del bFGF en los implantes celulares de Matrigel no afectó de 

manera significativa ni al calibre de los vasos ni a la distribución de los 

mismos (Figura 56B). 
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CONCLUSIONES 

 

1. Los precursores mesodérmicos de la FVE del tejido adiposo humano con 

capacidad de formar CFU hematopoyéticas están contenidos en la 

subpoblación celular CD45-Fib-CD34+, y son no adherentes. 

 

2. La frecuencia de los progenitores hematopoyéticos en la subpoblación 

celular CD45+ de la FVE fue 4 veces superior a la de la su 

complementaria CD45-, aunque no hubo diferencias en la distribución de 

las CFU. 

 

3. El cultivo en medio líquido de las células de la FVE con las citocinas 

SCF, FL, TPO e IL-6 indujo una expansión de las CFU, que fue 

significativamente mayor en la subpoblación celular CD45- cuando los 

cultivos se realizaron a una concentración de oxígeno del 5%. 

 

4. Las células de la FVE, al igual que los progenitores hematopoyéticos de 

SCU y SP de adulto expresaron los genes SCL/TAL1, GATA2, RUNX1 

y RUNX2, pero no así GATA1, que se indujo tras la incubación de las 

células en un medio óptimo para la expansión de progenitores 

hematopoyéticos. 

 

5. La práctica totalidad de las células eritroides generadas por los BFU-E 

de la FVE expresó HbF, sola o combinada con HbA. Mientras que la 

deprivación de suero no indujo cambios en la distribución celular de las 

hemoglobinas, la hipoxia indujo una disminución significativa en el 

porcentaje de células que solo expresaban HbA. 
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6. El nivel de expresión del gen de la globina � fue superior al de la 

globina � en las células eritroides generadas por los progenitores CD34+ 

de SCU y SP, pero similar en las generadas por los progenitores 

eritroides de la FVE. 

 

7. El gen de la globina � en las células eritroides derivadas de los 

progenitores de la FVE se expresó a niveles intermedios entre los 

expresados por las células eritroides neonatales y las de adulto. 

 

8. Los valores del ratio de las globinas �/(�+�)en las células eritroides 

derivadas de los progenitores de la FVE fueron similares a los de las 

células eritroides neonatales, mientras que los del ratio �/(�+�) 

estuvieron comprendidos entre los alcanzados por las células neonatales y 

las de adulto. 

 

9. La subpoblación celular CD45+ de la FVE contiene células CD14+ que 

expresan además del CD31 y el Flt-1, CD34, Tie-2 y KDR. 

Posiblemente, este perfil antigénico pro-angiogénico contribuya a la 

angiogénesis en el tejido adiposo. 

 

10. En un modelo de implante celular subcutáneo, la angiogénesis inducida 

por las células CD45+ fue superior a la de las células CD45- y similar 

a la inducida por las MSC. Además, las células CD45+ se incorporaron 

en los vasos formados. 

 

Conclusión general 

Aunque no se ha podido identificar una población discreta de células CD34+ 

con un fenotipo de progenitor hematopoyético, los resultados obtenidos en 
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esta tesis demuestran que la FVE del tejido adiposo humano contiene 

progenitores hematopoyéticos. Además, el estudio de los progenitores 

eritroides sugiere fuertemente que son diferentes a los circulantes en sangre, 

y por lo tanto no deben tener su origen en la médula ósea sino en el 

propio tejido adiposo. 
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� Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA): Sigma-Aldrich Corp. 

� Agarosa (Bajo EEO): Sigma-Aldrich Corp. 

� Agua DEPC: Invitrogen, Life Technologies. 

� Anfotericina: Sigma-Aldrich Corp. 

� Anti-CD31 murino: BD Pharmingen. 

� Anti-CD45 humano: Abcam, Cambridge, UK. 

� Anti-óxido nítrico sintasa endotelial humana (eNOS): Abcam. 

� β-Mercaptoetanol: Gibco, Life Technologies. 

� BAMBANKER: Nippon GENETICS Europe GmbH, Düren Germany 

� Banda de pesos moleculares O´Range Ruler (50pb): Fermentas, Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA. 

� Bromuro de etidio (1%): Sigma-Aldrich Corp. 

� Cámara fotográfica de color LEICA DFC480: Leica Microsystems. 

� Cloruro de Amonio (NH4Cl): Sigma-Aldrich Corp. St. Louis, MO, USA. 

� Colagenasa tipo I: Gibco, Life Technologies, Carlsbad CA, USA. 

� Dimetilsulfóxido (DMSO): Sigma-Aldrich Corp. 

� EBM (medio basal de crecimiento de endotelio): LONZA. 

� EGM-2MV (medio de crecimiento de endotelio-2): LONZA, Basel, 

Switzerland. 

� Enzima MultiScribe™ Reverse Transcriptase: Applied Biosystems, Life 

Technologies. 

� Eritropoyetina (EPO): R&D Systems. 

� Etanol 75º: Sigma Aldrich Corp. 

� Factor de crecimiento de células de troncales (SCF): R&D Systems. 

� Factor estimulante de colonias granulocíticas (G-CSF): R&D Systems. 
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� Factor estimulante de colonias granulo-monocíticas (GM-CSF): R&D 

Systems. 

� Ficoll-Paque PLUS™: StemCell Technologies, Grenoble, France. 

� Flt-3 ligand (FL): R&D Systems. 

� Fosfato dipotásico (K2HPO4): Sigma-Aldrich Corp. 

� Gentamicina: Sigma-Aldrich Corp. 

� Hematoxilina de Harris: Merck. 

� Interleucina-3 (IL-3): R&D Systems. 

� Interleucina-6 (IL-6): R&D Systems, Abingdon, UK.  

� Isopropanol: Sigma Aldrich Corp. 

� Kit de detección IgG HRP Detection Kit: BD Pharmingen. 

� Kit de revelado LSLAB+: Dako. 

� Lipoproteínas de Cappel: MP Biomedicals LLC, Solon OH, USA. 

� Microscopio LEICA DM-IRE2: Leica Microsystems, Wetzlar, Germany. 

� NanoDrop Spectophotometer ND-1000: Thermo Scientific, Wilmington, DE, 

USA. 

� Peróxido de hidrógeno (H2O2) 3%: Sigma Aldrich Corp. 

� Placas 24 pocillos: BD Falcon™. 

� Placas Petri 35mm: BD Falcon™ .Franklin Lakes, NJ, USA. 

� Seroalbúmina bovina (BSA): Sigma-Aldrich Corp. 

� Single Quots®: LONZA. 

� Sistema de documentación de geles G-BOX: Syngene, Synoptics Ltd, 

Cambridge, UK. 

� Solución de recuperación de antígenos Antigen Retrieval: Dako, Carpinteria, 

CA, USA). 

� StemSpan: Stem Cell Technologies. 

� Suero fetal bovino (FBS): Sigma Aldrich Corp.  

� Suero fetal bovino (FBS): Sigma-Aldrich Corp. 
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� Tampón de carga: AppliChem, Darmstadt, Germany. 

� Tampón fosfato salino (PBS): Sigma-Aldrich Corp. 

� Tampón tris-acetato-EDTA (TAE): Sigma-Aldrich Corp. 

� TaqMan Gene Expression Assays®: Applied Biosystems, Life Technologies. 

� TaqMan Universal Mastermix®: Applied Biosystems, Life Technologies. 

� TaqMan® Reverse Transcription Reagents Kit: Applied Biosystems, Life 

Technologies. 

� Termociclador 9800 Fast Thermal Cycler: Applied Biosystems, Life 

Technologies. 

� Termociclador HT7900 Fast Real-Time PCR System: Applied Biosystems, Life 

Technologies. 

� TRIzol® Reagent: Invitrogen, Life Technologies. 

� Trombopoyetina (TPO): R&D Systems. 
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