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Los tejidos esqueletógenos (tejido óseo y tejido cartilaginoso), tejido adiposo celular 

subcutáneo y el tejido nervioso, constituyen variedades de tejidos muy frecuentemente 

afectados en las lesiones traumatológicas de la región maxilofacial (Bruder y Fox, 

1999; Holcomb y Gentile, 2005; Housman et al., 2008). 

El tratamiento de dicha patología requiere fundamentalmente una reparación 

anatómica, fisiológica y en su caso estética, lo que exige la disponibilidad de un tejido 

capaz de sustituir eficazmente los elementos y estructuras lesionados. Para dicha 

sustitución se han utilizado injertos de tejidos heterólogos y autólogos si bien por las 

complicaciones que generan los primeros, la utilización de tejido autólogo, se ha 

generalizado (Chiu, 2008). El desarrollo reciente de la medicina regenerativa intenta 

elaborar mediante ingeniería tisular sustitutos biológicos eficaces de dichos tejidos. 

A tal efecto se han desarrollado distintos modelos de tejidos artificiales con resultados 

dispares en relación con su capacidad sustitutiva y posible eficacia clínica (Priya et al., 

2008; Stevens et al., 2008; Fuchs et al., 2009).  

En la presente tesis doctoral desarrollamos un modelo polivalente capaz de satisfacer 

la demanda de dichos tejidos a partir de una misma estirpe celular, lo que facilita la 

resolución de algunos de los problemas que plantean las técnicas quirúrgicas 

tradicionales y actuales disponibles en el momento presente. 

En la introducción de la presente tesis doctoral describiremos en sendos apartados el 

concepto de ingeniería tisular y el concepto de células troncales mesenquimales 

derivadas de tejido adiposo (ASCs), que constituye el elemento celular a partir del 

cual desarrollamos la investigación que se realiza en la presente tesis doctoral. 

Una vez establecidos los objetivos, describiremos posteriormente el material y los 

métodos utilizados y los resultados obtenidos. Tras discutir los resultados alcanzados 

en el contexto bibliográfico existente enumeraremos nuestras conclusiones. 
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1. LA INGENIERÍA TISULAR 

El termino ingeniería tisular ha sido definido por la Nacional Science Foundation como 

“La aplicación de los principios y métodos de la ingeniería y las ciencias de la vida 

hacia el entendimiento fundamental de la relación entre estructura y función de tejidos 

normales y patológicos para el desarrollo de sustitutos biológicos que restauren, 

mantengan o mejoren la actividad de los tejidos u órganos perdidos o dañados” 

(Vacanti y Mikos, 1995).   

La indudable capacidad de la ingeniería tisular para regenerar tejidos del propio 

paciente a partir de células extraídas del mismo  (Caplan, 1991; Thomson et al., 1998; 

Bianco et al., 1999), convierte a esta disciplina en una de las de mayor potencialidad 

dentro del campo de la medicina regenerativa y a una de las que han experimentado 

mayores tasas de progreso en años recientes (Atala, 2008).  

De esta manera, la ingeniería tisular se nos presenta como un campo en rápido 

crecimiento que posiblemente representa el prototipo de los futuros desarrollos 

científicos. En primer lugar su multidisciplinariedad y su continua expansión durante la 

última década, hace de esta disciplina emergente, uno de los campos de inversión 

más importantes en lo que se refiere a investigación básica (Campos, 2004). De este 

modo, Estados Unidos y Japón han aumentado sus inversiones en el desarrollo 

comercial e industrial de la ingeniería tisular, con una tendencia claramente progresiva 

en lo que se refiere al desarrollo de la investigación en este campo (Sugawara y Hata, 

2008).  

Para generar nuevos tejidos, esto es tejidos que se denominan artificiales, la 

ingeniería tisular emplea tres elementos básicos: células con capacidad de 

replicación, matrices extracelulares o biomateriales y factores de crecimiento. Las 

células sintetizan proteínas necesarias para el desarrollo de la matriz extracelular 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sugawara%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hata%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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mientras que la matriz extracelular proporciona un ambiente adecuado para la 

proliferación de las células. Finalmente, la función de los factores de crecimiento es 

facilitar y promover la regeneración del nuevo tejido. A continuación describiremos 

sucesivamente estos tres componentes: 

 

1.1. CÉLULAS TRONCALES 

Por definición las células troncales presentan una división mitótica de tipo asimétrico 

y prolongada (Figura 1).  

Según Ugarte, las principales características de las células troncales son (De 

Ugarte et al., 2003):   

 

 Tener un potencial de regeneración adecuado 

 Ser capaces de auto-renovarse  

 Ser inmunocompatibles 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Las células troncales como definición presentan una reproducción celular de tipo asimétrico. 

La célula troncal origina una célula semejante de reemplazo y otra que sustituirá a la célula afectada 

del tejido dañado. 
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Las células troncales se pueden clasificar atendiendo a dos criterios: potencialidad 

y origen (Montalvo, 2008): 

 

1.1.1. Potencialidad, es decir, en relación a su capacidad para diferenciarse en 

distintos tipos celulares (Smith, 2006): 

 

 

 Totipotenciales:  

Son aquéllas capaces de diferenciarse tanto en tejido embrionario (por ejemplo: 

sistema nervioso, músculo, etc.) como en tejido extraembrionario (placenta y anejos 

placentarios). En sentido estricto, solamente los estadios iniciales del desarrollo 

(zigoto, blastómeras y células de la mórula) constituirían células madre totipotenciales 

(Figura 2). 

 

 

  Figura 2. Células totipotenciales. 

 

 

mórula 

zigoto 
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 Pluripotenciales:  

Son aquéllas que tienen la capacidad de diferenciarse a cualquiera de los tejidos 

existentes en un organismo adulto, y por tanto, a tejidos procedentes de cualquiera de 

las tres capas embrionarias (ectodermo, mesodermo y endodermo), incluyendo las 

células germinales. Las células pluripotenciales son las del polo embrionario del 

blastocisto (Figura 3). 

 

 

 

Figura 3. Células pluripotenciales (masa interna del blastocisto). 

  

 

  

 

 

 

masa celular interna 
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 Multipotenciales:  

Son capaces de diferenciarse a distintos tipos celulares, pero siempre restringiendo su 

potencialidad a tejidos derivados de una misma capa embrionaria, es decir, tejidos 

derivados del ectodermo, mesodermo o endodermo. En el organismo adulto y en el 

feto existen numerosos tipos de células multipotenciales, destacando, por ejemplo, las 

de la médula ósea, que pueden diferenciarse a eritrocitos, leucocitos o plaquetas 

(Figura 4). 

 

 

Figura 4. Representación esquemática de cómo las células troncales multipotentes originan células de su 

misma estirpe. 
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 Unipotenciales:  

Son células que tienen capacidad para formar un único linaje celular. Por ejemplo: 

células troncales queratinocíticas de la capa basal del epitelio de la mucosa oral 

(Figura 5). 

 

 

 

Figura 5. Las células troncales unipotentes en el caso de la mucosa oral se localizan en el estrato más 

profundo de la misma. 

 

 

 

 

 

Capa basal  
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En relación con las células troncales, se ha demostrado recientemente que existen 

células adultas maduras que tienen capacidad  de diferenciarse a una célula de otro 

linaje sin que éstas tengan que revertir a célula troncal o progenitora (Tsai et al., 2002; 

Thowfeequ et al., 2007). A esta capacidad de diferenciación se le ha llamado 

transdiferenciación celular. La transdiferenciación de una célula madura a otra 

célula diferenciada puede deberse: 1) a una mutación en la secuencia de nucleótidos 

del ADN, 2) a alteraciones epigenéticas, es decir, cambios que ocurren a nivel del 

genoma que no se deben a modificaciones de la secuencia de nucleótidos, sino a 

modificaciones en el patrón de expresión génica por procesos de metilación o 

acetilación del ADN entre otros, ó 3) a otros factores ambientales que intervienen en 

los cambios que se producen en la expresión génica (Thowfeequ et al., 2007). Este 

fenómeno (la transdiferenciación celular) está en contraste con el proceso de 

diferenciación, el cual involucra una serie de etapas mediante las cuales una célula 

inmadura o indiferenciada modifica su fenotipo y su morfología para convertirse en una 

célula adulta madura (célula diferenciada). De esa manera, la célula podrá alcanzar 

una estructura y función especializada (Slack, 2002). En resumen, inducir la 

transdiferenciación de células diferenciadas con un fin terapéutico, puede ser 

importante en la Medicina Regenerativa ya que se evitarían, por un lado, los 

problemas éticos y oncológicos que presentan las células embrionarias, y por otro 

lado, la dificultad para obtener células troncales adultas. Algunos autores denominan 

también transdiferenciación al proceso que conduce de una célula madre determinada, 

esto es, orientada hacia una diferenciación específica, hacia una célula madura con 

una orientación diferenciativa diferente. Por ejemplo, la transdiferenciación de una 

célula madre mesenquimal, en una célula de naturaleza epitelial (Alaminos, et al. 

2010). Este modelo de transdiferenciación será el que utilizaremos en la presente tesis 

doctoral. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tsai%20RY%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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1.1.2. Origen, es decir, en relación con el momento del desarrollo en el que 

surgen: 

 

 Embrionarias:  

Existen únicamente durante el periodo embrionario. Se pueden obtener a partir de la 

masa celular interna del blastocisto en el estadio de embrión preimplantatorio (Evans y 

Kaufman, 1981; Martin, 1981; Thomson et al., 1998), o bien, de la cresta gonadal 

(Matsui et al., 1991; Resnick et al., 1992; Shamblott et al., 1998). Las células troncales 

embrionarias de la masa celular interna del blastocisto son pluripotenciales, es decir, 

son capaces de diferenciarse a cualquier tejido del organismo, incluyendo tejidos 

somáticos  (corazón, hígado, etc.) y germinales (ovocitos y espermatozoides) 

(Geijsen et al., 2004) (Figura 6). 

 

      

Figura 6. La célula madre embrionaria  se obtiene de la masa 

celular interna del blastocisto y puede diferenciarse a cualquier 

tejido del organismo. 
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 Adultas:  

Existen en el adulto, el feto y el cordón umbilical (Figura 7). Tienen una capacidad 

proliferativa y un potencial de diferenciación menores que las células troncales 

embrionarias. Son células multipotenciales o unipotenciales, y se han podido identificar 

en casi todos los tejidos del organismo (Raff, 2003). 

Las células troncales adultas incluyen un tipo celular denominado células troncales 

mesenquimales, también llamadas células progenitoras mesenquimales. Estas células 

se encuentran repartidas en el tejido conectivo de diversos órganos, como por ejemplo 

en la médula ósea (Friedenstein et al., 1974), la sangre periférica (Zvaifler et al., 2000), 

el cordón umbilical (Troyer y Weiss, 2008), el hueso trabecular (Nöth et al., 2002), el 

tejido adiposo (Pittenger et al., 1999), el tejido sinovial (De Bari et al., 2001), en los 

dientes deciduales (Miura et al., 2003), en el músculo esquelético (Jankowski et al., 

2002) y en algunos tejidos del feto (Hu et al., 2003; In’t Anker et al., 2003).  

 

 

 

Figura 7. Las células troncales adultas se encuentran en los organismos humanos adultos y los que se 

encuentran en periodo gestacional.  
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1.2.  BIOMATERIALES 

Los biomateriales son compuestos de origen natural o sintético, sólidos o líquidos, 

que se utilizan en dispositivos médicos o en contacto con sistemas biológicos. En 

general, los biomateriales son sustancias farmacológicamente inertes utilizadas para 

ser incorporadas o implantadas dentro de un sistema vivo para reemplazar o restaurar 

alguna función, permaneciendo en contacto permanente o intermitente con fluidos 

corporales o tejidos humanos. Los biomateriales, como campo de estudio, han 

experimentado un crecimiento constante en aproximadamente medio siglo de 

existencia y se utilizan, entre otros, en medicina, biología, química e ingeniería. La 

generación de nuevos biomateriales para su aplicación en medicina es un proceso 

multidisciplinar en el que convergen los principios del diseño, de la física, la química, la 

ingeniería industrial, la ingeniería química y las ciencias de los materiales (Grodzinski 

et al., 2006). 

En ingeniería tisular la generación de tejidos artificiales de naturaleza conectiva como 

hueso, cartílago, dermis, lámina propia de la mucosa oral, etc., utilizan algún tipo de 

material que actúe como sustituto de la matriz extracelular del tejido nativo (Ma et al., 

2005). Para ello se utilizan varios tipos de biomateriales. La función de éstos en 

ingeniería tisular es la de funcionar de manera similar a la matriz extracelular natural. 

Esto es, promover la proliferación, la diferenciación y la biosíntesis de las células. 

Generalmente, las matrices extracelulares para la generación de tejidos por ingeniería 

tisular están compuestas por diferentes tipos de biomateriales. Estos compuestos 

deben cumplir ciertos requisitos básicos, entre ellos: ausencia de toxicidad, 

biocompatibilidad, ausencia de potencial carcinogénico y tolerancia a la esterilización 

previa a su uso.  
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Además, deben contar con propiedades mecánicas como la permeabilidad, 

estabilidad, elasticidad, flexibilidad y plasticidad; que permitan fabricar diferentes 

formas o estructuras tridimensionales sólidas (Yang et al., 2001; Hutmacher et al., 

2001). Estos biomateriales, deben permitir la adhesión celular y la activación de los 

diferentes factores de crecimiento (Walgenbach et al., 2001; Kwan et al., 2007) y por 

último deberán de servir de vehículo para transportar las células utilizadas como 

fuente de obtención al sitio del tejido afectado (O’Driscoll, 1999).  

 

Los biomateriales de uso en ingeniería tisular se dividen en tres grupos principalmente: 

 Biogénicos o biológicos 

 Sintéticos 

 Semisintéticos 

 

Los materiales biogénicos incluyen matrices acelulares como: colágeno, alginato, la 

agarosa, glicosaminoglicanos y fibrina (Bumgardner et al., 2003; Saadeh et al., 2001; 

Seol et al., 2004; Solchaga et al., 2002; Trubiani et al., 2008). Los polímeros 

sintéticos incluyen ácido poliláctico, ácido poliglícolico, polietilenglicol, poli dimetil-

siloxano, los de tipo aromático con base de poli-éter como el poliuretano termoplástico, 

poli etileno-tereptalato, poli etileno-tetrafluorado, poli vinilideno-fluorado y varios 

hidrogeles (Behravesh et al., 1999; Ishaug et al., 1997; Neuss et al., 2008). 

Finalmente, los materiales semisintéticos son una combinación de materiales 

biogénicos y de polímeros sintéticos (Munirah et al., 2008) (Figura 8).  

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Trubiani%20O%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Figura 8. Las matrices extracelulares artificiales generadas a partir de biomateriales permiten la adhesión, 

adaptación y proliferación celulares.  
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1.3.  FACTORES DE CRECIMIENTO 

Una amplia variedad de proteínas y ácidos nucléicos juegan un papel importante en la 

proliferación y diferenciación de las células. Estos elementos son secretados de forma 

endógena  por las células o bien, son el resultado de señales paracrinas con células 

vecinas. Estas proteínas y ácidos nucléicos son llamados factores de crecimiento. 

Los factores de crecimiento que han sido frecuentemente usados en ingeniería tisular 

son, fundamentalmente, la proteína morfogenética osea (BMP), el factor de 

crecimiento fibroblástico básico (bFGF ó FGF-2), el factor de crecimiento vascular 

epitelial y el factor de crecimiento transformante-b (TGF-b) (Lavik y Langer, 2004; 

Knight y Evans, 2004). 

 

A este respecto, la adición adecuada de factores de crecimiento a células y matrices 

extracelulares artificiales, aumenta  los niveles de regeneración de los tejidos 

generados mediante ingeniería tisular, en comparación con los que no reciben dicha 

adición (Lavik y Langer, 2004; Knight y Evans, 2004) (Figura 9). 

 

 

 

 

Figura 9. Las matrices extracelulares artificiales generadas a partir de biomateriales permiten la adhesión, 

adaptación y proliferación celulares.  
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2. CÉLULAS TRONCALES MESENQUIMALES 

DERIVADAS DE TEJIDO ADIPOSO 

La generación de tejidos artificiales requiere células con potencialidad alta y que sean 

accesibles como lo son las células troncales mesenquimales derivadas del tejido 

adiposo (ASCs) (De Ugarte et al., 2003; McIntosh et al., 2006; Mitchell et al., 2006; 

Schaffler y Buchler, 2007), que son las células que utilizaremos como fuente de 

células troncales en la presente tesis doctoral. En este apartado describiremos 

sucesivamente el tejido adiposo y las características fundamentales de las ASCs 

existentes en su seno. 

 

2.1. TEJIDO ADIPOSO 

El tejido adiposo es una forma especializada de tejido conectivo que tiene una 

función importante en la homeostasis energética. En todo el tejido conjuntivo laxo 

aparecen células adiposas (adipocitos) individuales o reunidas en grupos. El tejido en 

el que los adipocitos constituyen  el tipo celular primario recibe el nombre de tejido 

adiposo. Las células adiposas tienen como función principal almacenar sustancias 

lipídicas de reserva. Los elementos celulares asociados al tejido adiposo lo 

conforman preadipocitos, fibroblastos, células de tejido muscular liso, células 

endoteliales, monocitos, macrófagos y linfocitos (Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003; 

Caspar-Bauguil et al., 2005). 

En el ser humano existen dos clases de tejido adiposo, la variedad más común es el 

tejido adiposo unilocular o “grasa amarilla”, cuyas células poseen una sola vacuola de 

lípido almacenado. La segunda variedad que es menos frecuente tanto en distribución 

como en cantidad, es el tejido adiposo multilocular o “grasa parda”, que se localiza de 

manera particular en el recién nacido. 
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Las células adiposas uniloculares del tejido adiposo amarillo son muy grandes, 

aproximadamente tienen una dimensión de más de 100 µm de diámetro a causa de la 

gran cantidad de lípidos que acumulan. A veces es posible encontrar pequeñas gotas 

de lípidos en la porción engrosada del citoplasma, susceptible también a poseer 

glucógeno. El lípido que se encuentra en la gran vacuola central se halla compuesto 

sobre todo por una mezcla de  glicéridos de ácidos grasos. 

El tejido adiposo unilocular se divide en lóbulos poco definidos por medio de tabiques 

de tejido conectivo. Con la excepción de estos tabiques interlobulares, el estroma está 

compuesto sobre todo por delicadas fibras de reticulina que también forman íntimas 

mallas que rodean a los capilares. La grasa blanca ha sido considerada en general 

como un tejido escasamente vascularizado. Sin embargo, cada célula adiposa, se 

halla en contacto por lo menos con un capilar. 

Las células de grasa son células totalmente diferenciadas y no tienen división mitótica. 

Las nuevas células de grasa, en consecuencia, que se desarrollen en un momento 

dado en el interior del tejido conectivo, son resultado de la diferenciación de células 

más primitivas. Aunque las células de grasa, antes que acumulen lípido se asemejan a 

fibroblastos, es probable que provengan directamente de células mesenquimatosas 

indiferenciadas que se encuentran en su seno.  

El tejido adiposo por tanto se renueva a partir de células troncales mesenquimales 

existentes en el mismo y según distintos autores se considera dicho tejido como 

posible fuente importante de células troncales para la ingeniería tisular.  

Según Matsumoto, el tejido adiposo también contiene un grupo de células llamado 

fracción vascular estromal (FVE), que puede aislarse por medio de centrifugación 

con previa digestión enzimática en colagenasa (Matsumoto et al., 2008) (Figura 10).  
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Figura 10. Cultivo celulares bidimensionales de ASCs, 20x. 

 

Así mismo Schäffler y Büchler sugieren que la FVE contiene varias poblaciones 

celulares, entre las cuales figuran poblaciones de células troncales mesenquimales 

multipotentes y pluripotentes (ASCs). 
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2.2. CÉLULAS TRONCALES MESENQUIMALES DERIVADAS DE 

TEJIDO ADIPOSO (ASCs) 

 

La obtención de las ASCs es relativamente sencilla debido a que pueden utilizarse 

procedimientos quirúrgicos simples con anestesia local (Schäffler y Büchler, 2007). 

Mediante liposucción pueden llegar a obtenerse poblaciones celulares mayores de 100 

millones en 250 a 500 mL por procedimiento (De Ugarte et al., 2003). Por estas 

razones las ASCs son una de las fuentes celulares autólogas más prometedoras para 

su utilización en medicina regenerativa (Casteilla et al., 2005; Oedayrajsingh-Varma 

et al., 2006).  

Para diferenciar las ASCs de otros tipos celulares dentro del mismo tejido adiposo, 

existen estudios que muestran su expresión fenotípica propia de células troncales.  

Las ASCs expresan entre otros, marcadores de superficie tales como: CD9, CD10, 

CD13, CD29, CD44, CD49d, CD49e, CD54, CD55, CD59, CD73, CD90, CD105, 

CD106, CD146, CD166, TLRs-tool-like receptors TLR-1, TRL-2, TRL-3, TRL-4, TRL-5, 

TRL-6 y TRL- 9, STRO-1 (Cho et al., 2005; Schäffler y Büchler, 2007; Simmons y 

Torok-Storb, 1991; De Ugarte et al., 2003). El comité de tejidos de células troncales 

mesenquimales establece que los criterios que deben cumplir estas células son los 

siguientes: (Dominici et al., 2006): 

 Expresar: CD73, CD90 y CD105 (Figura 11). 

 No expresar kit-c : CD14, CD11b, CD34, CD45, CD19, CD79. 

 No expresar (HLA)-DR 

 Tener potencialidad para diferenciarse a las estirpes osteogénica, 

adipogénica y condrogénica. 

 Tener afinidad para adherirse a frascos de cultivo de material plástico in vitro. 
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Figura 11. Expresión del marcador CD73, indicador de linaje de células troncales mesenquimales en 

cultivos celulares de ASCs en un modelo bidimensional. Este marcador se expresa en la membrana 

protoplasmática de estas células. 

 

Hasta el momento, las ASCs han sido diferenciadas a varios tipos de tejidos en 

modelos bidimensionales que incluyen la diferenciación de ASCs a hueso (Weinzierl et 

al., 2006; Xu et al., 2005), cartílago (Wei et al., 2007), tejido adiposo (Yoshimura et al., 

2008)  y neuronas (Lin et al., 2008).  

Al respecto, otros trabajos han evaluado dicha diferenciación utilizando soportes 

tridimensionales. Para generar hueso se han utilizado: chitosan (Im et al., 2005), 

fibrina (B. Malafaya et al., 2005) y fosfato tricálcico (Hattori et al., 2006), para cartílago: 

agarosa y alginato o la gelatina (Lin et al., 2005; Mehlhorn et al., 2006; Awad et al., 

2004), para tejido adiposo: Alloderm  (Yoo y Lim, 2009), sin que exista hasta el 

presente modelos para neuronas.  

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yoo%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lim%20JS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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En este contexto, nuestro grupo de investigación ha desarrollado recientemente un 

novedoso biomaterial compuesto por fibrina humana y agarosa (Alaminos et al., 2006 

y 2007; Sanchez-Quevedo et al., 2007; Garzón et al., 2009), que ha sido utilizado con 

éxito para generar  córneas y mucosa oral humanas, utilizando células epiteliales y del 

tejido conectivo. Dichas células han mostrado adecuados índices de adhesión y 

diferenciación en estos biomateriales. Sin embargo, la influencia de estas matrices 

artificiales compuestas por fibrina y agarosa no ha sido probada en los procesos de 

transdiferenciación de las ASCs. La utilización de este modelo generado mediante 

ingeniería tisular, podría tener importantes aplicaciones  en el ámbito de la 

odontoestomatología, traumatología y cirugía maxilofacial. 
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Objetivo general:  

Construir, mediante ingeniería tisular, sustitutos tridimensionales de tejido óseo, 

cartilaginoso, adiposo y nervioso para su uso experimental y terapéutico. 

 

Objetivos específicos: 

Para el logro de este objetivo general, se han establecido los siguientes objetivos 

específicos: 

 

1. Aislar y expandir células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo 

humano (ASCs). 

2. Transdiferenciar las ASCs bidimensionalmente hacia las estirpes osteogénica, 

condrogéncia, adipogénica y neurogénica mediante la utilización de medios 

inductores específicos. 

3. Transdiferenciar las ASCs inmersas en un constructo tridimensional de fibrina-

agarosa hacia las estirpes osteogénica, condrogénica, adipogénica y 

neurogénica. 

4.  Caracterizar histológicamente e histoquímicamente las células osteogénicas, 

condrogénicas, adipogénicas y neurogénicas transdiferenciadas en cultivos 

bidimensionales. 

5. Caracterizar histológicamente e histoquímicamente las células osteogénicas, 

condrogénicas, adipogénicas y neurogénicas transdiferenciadas en cultivos 

tridimensionales de fibrina-agarosa. 

6. Identificar mediante un estudio comparado el modelo más adecuado para 

implementar la transdiferenciación osteogénica, condrogénica, adipogéncia y 

neurogénica a partir de ASCs en relación con su posible utilización clínica. 

7. Identificar y caracterizar genéticamente las ASCs y los tipos celulares 

osteogénico, condrogénico, adipogénico y neurogénico transdiferenciados.  
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1. MUESTRAS DE TEJIDO HUMANO: 

 

En este trabajo se utilizaron biopsias de tejido celular graso subcutáneo humano, las 

cuales se obtuvieron bajo anestesia local. El promedio del tamaño de las muestras fue 

de 3  2.5  2 cm. Todos los tejidos utilizados correspondieron a donantes sanos 

sometidos a procedimientos quirúrgicos menores de tipo estético en el Hospital 

Universitario Virgen de las Nieves de Granada en el servicio de cirugía plástica. 

Inmediatamente después de la escisión los tejidos se transportaron en medio de 

cultivo Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Sigma-Aldrich Inc. St. Luis, 

USA) suplementado con antibióticos y antimicóticos (100 U/mL de penicilina G, 100 

µg/mL de estreptomicina y 0.25 µg/mL de anfotericina B) (Sigma Inc., St. Luis, MO, 

USA) y se incubaron a 4º C hasta el momento de su procesamiento. 

Como controles se utilizaron muestras humanas nativas de hueso, cartílago, tejido 

adiposo y encéfalo. 

Todos los donantes dieron su consentimiento para el uso de los tejidos en este trabajo, 

mientras que esta investigación fue aprobada por el Comité de Ética e Investigación en 

la Universidad de Granada. 
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2. GENERACIÓN DE CULTIVOS PRIMARIOS DE ASCs: 

 

A la llegada de las muestras al laboratorio, éstas se lavaron en solución fisiológica 

salina (phosphated buffered saline PBS) y el tejido adiposo se aisló mediante 

fragmentación mecánica. Después los explantes de tejido se sometieron a digestión 

enzimática en solución de colagenasa tipo I al 3% (Gibco BRL Life Technologies, 

Karlsruhe, Alemania) durante ocho horas a 37º C. Finalmente, las células aisladas 

fueron obtenidas mediante centrifugación y cultivadas en medio de cultivo DMEM 

suplementado con 10% de suero bovino fetal (Sigma-Aldrich Co.) y antibióticos-

antimicóticos (100 µg/mL de estreptomicina y 0,25 µg/mL de anfotericina B) en frascos 

de cultivo tipo Falcon para generar cultivos celulares bidimensionales (CCA-Bdm) 

(Figura 12).  

El medio de cultivo se renovó cada tercer día. Una vez que las células alcanzaron un 

estado subconfluente, los cultivos se tripsinizaron y subcultivaron en cámaras planas 

para cultivo (NuncTM, Roskilde, Dinamarca). Todas las células empleadas en este 

trabajo pertenecieron a los primeros cuatro subcultivos. Como muestras control, se 

cultivaron fibroblastos de mucosa oral humanos en las mismas cámaras planas de 

cultivo. 
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Figura 12. Procesamiento utilizado para la generación de cultivos primarios de ASCs a partir de muestras 

de tejido adiposo humano. 
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3. GENERACIÓN DE HIDROGELES DE FIBRINA-AGAROSA TRIDIMENSIONALES 

CON ASCs IMERSAS (HFA-Tdm): 

 

Una vez que las ASCs alcanzaron un estado de subconfluencia, las células fueron 

tripsinizadas y aproximadamente 175,000 células por mL se sembraron en matrices 

extracelulares de fibrina-agarosa 0,1% utilizando soportes para cultivo con membrana 

permeable Transwell® (Corning incorporated, NY, USA) siguiendo protocolos 

previamente publicados. En todos los casos, los sustitutos estromales tridimensionales 

se generaron mediante la mezcla de plasma humano y agarosa tipo VII al 0,1% con 

ácido tranexámico como agente antifibrinolítico y cloruro de calcio como inductor de la 

reacción de polimerización de la fibrina, tal como se detalla a continuación. Para la 

generación de un hidrogel de 10 ml de volumen, se mezclaron los siguientes 

componentes en el orden que se indica: 

 

- 7,6 ml de plasma sanguíneo humano. 

- 750 µl de medio de cultivo DMEM en el que se resuspendieron las ASCs. 

- 150 µl de ácido tranexámico (Amchafibrín®, Fides Ecofarma, Valencia, 

España). 

- 1 ml de Cl2Ca 1% (p/v). 

- 0,5 ml de agarosa tipo VII especial para cultivos celulares (Sigma-Aldrich 

Ref. A9045) disuelta al 2% (p/v) en PBS y calentada hasta alcanzar el 

punto de fusión. 

 

Una vez que el hidrogel polimerizó, los constructos artificiales se cubrieron con el 

medio de cultivo basal. 

Como grupo control, se generaron hidrogeles de fibrina-agarosa con fibroblastos 

orales humanos sembrados con aproximadamente 175,000 células por mL (Figura 13). 
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Figura 13. Constructos tridimensionales generados mediante ingeniería tisular. 

 

 

4. INDUCCIÓN DE LA TRANSDIFERENCIACIÓN DE LOS CULTIVOS CCA-Bdm y 

HFA-Tdm A LOS LINAJES OSTEOGÉNICO, CONDROGÉNICO, ADIPOGÉNICO Y 

NEUROGÉNICO: 

 

Para llevar a cabo la inducción de los cultivos CCA-Bdm y HFA-Tdm a las estirpes 

osteogénica, condrogénica, adipogénica y neurogénica, las muestras fueron cultivadas 

en diferentes medios de inducción. Estos medios de cultivo inductores consistieron en 

DMEM como medio basal, suplementado con 10% de suero bovino fetal y antibióticos-

antimicóticos que fueron a su vez suplementados con diferentes factores de 

crecimiento y reactivos inductores (Figura 14), tal como se muestra a continuación: 

 

 Para la inducción hacia el linaje osteogénico, el medio basal fue 

suplementado con 100 nM de dexametasona, 10 mM de β-glicerol fosfato 

y 50 μM de L-ácido ascórbico.  

 Para la inducción condrogénica, se añadieron 40 μg/mL de L-prolina, 100 

μg/mL de piruvato, 10 ng/mL de TGF-β, 50 μM de ácido ascórbico e 

insulina-transferrina-selenio (ITS) 5 mg/mL.  
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 Para la diferenciación adipogénica, el medio basal fue suplementado con 

1 μM de dexametasona, 0,5 mM de 3-isobutil-1-metilxantina e ITS 

5mg/mL.  

 Para la inducción neurogénica, el medio basal fue suplementado con 20 

nM de ácido valpróico, 1μM de hidroxianisol butilado (BHA), 50 Μm de 

cloruro de potasio, 10 nM de forskolin, 1nM de hidrocortisona y 5mg/mL 

de ITS. 

 

Todas las células y los tejidos bio-generados por ingeniería tisular se cultivaron en los 

diferentes medios de inducción durante veinte días y el proceso de transdiferenciación 

se analizó a su vez después de veinticuatro horas, diez días y veinte días, una vez 

suplementados los cultivos con el medio inductor correspondiente. 

Como controles negativos, cultivos de CCA-Bdm y HFA-Tdm se suplementaron con 

medio de cultivo basal sin reactivos inductores y con factores de crecimiento 

inductores.  

 

 

Figura 14. Diferentes factores de crecimiento utilizados para inducir los constructos tridimensionales y los 

modelos bidimensionales a hueso, cartílago, grasa y tejido nervioso artificiales. Estos compuestos se 

alicuotaron y conservaron a 4ºC hasta el momento de su incorporación al medio de cultivo basal. 
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5. ANÁLISIS HISTOLÓGICO: 

 

Después de completarse los diferentes periodos de inducción, todas las muestras se 

lavaron en solución salina fisiológica (PBS) y se fijaron en formaldehido al 4% (Sigma-

Aldrich). El análisis mediante tinción para las muestras de CCA-Bdm se llevó a cabo 

directamente en portaobjetos dotados de cámaras de cultivo (chamber slide system, 

Nunc®, Roskilde, Dinamarca), mientras que se utilizó el método de inclusión en 

parafina en las muestras de tejido artificial HFA-Tdm.  

Para determinar el fenotipo osteogénico e identificar señales de mineralización, las 

muestras se tiñeron con rojo alizarín S al 2% por cinco minutos a temperatura 

ambiente. La diferenciación condrogénica se confirmó mediante tinción para 

mucopolisacáridos usando una solución de azul alcián (1% de Azul Alcián 8GX y 3% 

de ácido acético glacial, ajuste de pH al 2,5). La diferenciación adipogénica fue 

identificada mediante la tinción de oil red O (0,7 mg en 100 mL de propilen-glicol) por 

cinco minutos a 60º C. El análisis morfológico de todas las muestras se llevó a cabo 

con tinción convencional de hematoxilina-eosina (HyE). Finalmente, todas las 

muestras fueron analizadas utilizando un microscopio óptico y el porcentaje de células 

teñidas por campo fue determinado con ayuda del software de NIS-Elements (Nikon, 

Tokio, Japón). 

Como controles, muestras de tejido humano nativo de hueso, cartílago, grasa y 

encéfalo fijadas en formaldehido e incluidas en parafina fueron procesadas y teñidas 

siguiendo los mismos protocolos usados en las muestras experimentales. 

Para el análisis estadístico, se utilizó el test exacto de Fisher para la comparación del 

porcentaje de células positivas entre CCA-Bdm y HFA-Tdm, considerando todos los 

valores p menores que 5% como significativos en los tests de doble cola. 
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6. INMUNOFLUORESCENCIA: 

 

Después del proceso de inducción de los cultivos CCA-Bdm en los portaobjetos con 

cámaras de cultivo, las células se lavaron por diez minutos en PBS y se fijaron en 

etanol al 70% por treinta minutos. Para el ensayo de inmunofluorescencia las células 

se lavaron en agua destilada, se preincubaron en suero de caballo al 2,5% y se 

incubaron durante dos horas con uno de los siguientes anticuerpos según el linaje a 

estudiar: anti-fosfatasa alcalina (hecho en cabra, 1:200, Sigma-Aldrich), anti-colágeno 

tipo II (hecho en ratón, 1:200 Santa Cruz Antibodies, USA), anti-leptina-OB (hecho en 

ratón, 1:200, sigma-Aldrich) y anti-nestina (hecho en conejo, 1:250, abcam, RU). 

Después, las muestras se lavaron en PBS y se incubaron por treinta minutos en los 

anticuerpos secundarios conjugados específicos para cada caso: anticuerpo 

secundario específico para reconocer anticuerpos hechos en el ratón y marcados con 

el pigmento fluorescente FITC, anticuerpo anti-anticuerpos de cabra marcado con Cy3 

y anticuerpo anti-anticuerpos de conejo marcado con Cy3 (Sigma-Aldrich) (Figura 15). 

Finalmente, las muestras se lavaron en PBS, se cubrieron con cubreobjetos con medio 

de montaje con DAPI y se analizaron usando un microscopio óptico de fluorescencia 

(Eclipse i90, Nikon Co., Japón). 

Por otro lado, las muestras de tejido humano nativo usadas como control y los cultivos 

HFA-Tdm transdiferenciados, se lavaron en PBS y se fijaron en metacarn (metanol: 

cloroformo:ácido ácetico glacial, 60:30:10) por seis horas a 4ºC (Figura 16).  
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Figura 15. Incubación de los anticuerpos para fosfatasa alcalina, colágeno tipo II, leptina y nestina en las 

cámaras de cultivo planas en el modelo de cultivo bidimensional.  

 

 

 

 

Figura 16. Obtención de muestras de constructos para su procesamiento histológico.  
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Después, las muestras se lavaron dos veces y se deshidrataron en etanol 100%, se 

incluyeron en parafina, se cortaron a 5 µm y se montaron en portaobjetos para su 

observación en microscopio óptico. 

Después de esto, todas las muestras fueron desparafinizadas en xilol, se rehidrataron 

en alcoholes descendientes (100, 95, 70, 50%) y por último en agua destilada, se 

preincubaron en suero de caballo al 2,5% y se incubaron por dos horas en uno de los 

siguientes anticuerpos primarios: anti-fosfatasa alcalina (1:200), anti-colágeno tipo II 

(1:200), anti-leptina-OB (1:200) y anti-nestina (1:250). Luego, las muestras se lavaron 

en PBS y se incubaron por treinta minutos en los anticuerpos secundarios conjugados 

específicos para cada caso: anticuerpo secundario específico para reconocer 

anticuerpos hechos en el ratón y marcados con el pigmento fluorescente FITC, 

anticuerpo anti-anticuerpos de cabra marcado con Cy3 y anticuerpo anti-anticuerpos 

de conejo marcado con Cy3 (1:500, Sigma-Aldrich). Finalmente las muestras se 

lavaron en PBS, se cubrieron con medio de montaje que contenía DAPI (Vector 

Laboratories, Peterborough, R.U.) y se analizaron usando un microscopio de 

fluorescencia. 

Como controles positivos, se utilizaron muestras nativas de tejido humano de hueso, 

cartílago, grasa y encéfalo, las cuales fueron procesadas siguiendo los mismos 

protocolos del ensayo de inmunofluorescencia (Figura 14). El análisis estadístico se 

realizó comparando el porcentaje de células positivas a la transdiferenciación de 

ambos grupos, los cultivos de CCA-Bdm y HFA-Tdm utilizando el test exacto de 

Fisher, considerando a todos los valores p menores de 5% como estadísticamente 

significativos para los tests de doble cola. 
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7. ANÁLISIS DE EXPRESSION GÉNICA DE LOS CULTIVOS CCA-Bdm Y HFA-Tdm 

USANDO OLIGONUCLEÓTIDOS DE ALTA DENSIDAD MEDIANTE 

MICROARRAYS: 

 

Para el análisis mediante microarrays de oligonucleótidos, se extrajo el ARN total 

correspondiente a los cultivos CCA-Bdm no inducidos e inducidos. El ARN fue extraído 

utilizando el sistema de Qiagen Rneasy System (Qiagen, Mississauga, Ontario, 

Canada) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Una vez extraído, la 

concentración del ARN se cuantificó mediante espectrofotometría con una absorbancia 

a 260 nm y la calidad se verificó utilizando un bioanalizador (Agilent) (Figura 17).  

 

 

 

Figura 17. El bioanalizador Agilent tiene capacidad para evaluar la calidad del ARN desde 250 pg del 

ARN total. 
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Figura 18. a.) Hibridación frente al sistema de Affimetrix genechip del genoma humano versión U133. 

 

 

Para el análisis mediante microarray, se utilizó el sistema de microarray humano 

Affymetrix Genechip Human Genome U133 plus® (Figura 18). Este sistema contiene 

54.675 genes y secuencias génicas expresadas (EST), incluyendo 62 genes control, 

siendo el más completo del mercado. De este modo, se pudo cuantificar la expresión 

relativa de un gran número de genes o secuencias expresadas contenidas en este 

sistema de Affymetrix. Para este análisis, en primer lugar se sintetizó el cDNA total 

correspondiente a 5-10 µg de ARN de la muestra utilizando un primer T7-polyT y una 

transcriptasa reversa (Superscript II, Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA). 

Posteriormente, el cDNA se transcribe in vitro con UTP y CTP biotiniladas (Enzo 

Diagnostics, Farmingdale, NY). Finalmente, los cRNA marcados con biotina se 

hibridaron a 45ºC durante diez y seis horas frente al sistema Affimetrix Human 

Genome U133 plus 2.0. Después de un lavado y marcado automático, los valores 

absolutos de expresión fueron calculados y normalizados desde el array escaneado 

usando el sistema Affimetrix Microarray Suite. 
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En este trabajo, seleccionamos noventa y cinco genes con funciones relevantes 

relacionadas directamente con cada tipo de transdiferenciación celular (para células 

precursoras de osteoblastos, de condrocitos, de adipocitos y de neuronas). Para 

identificar los genes sobreexpresados tras el proceso de inducción, primero se 

calcularon las medias de expresión del grupo control (cultivos no inducidos de ASCs) y 

luego los diferentes cultivos CCA-Bdm sometidos al proceso de transdiferenciación. 

Posteriormente, se calcularon los valores de expresión diferencial entre los 2 grupos 

(Fold-Changes o FC). En este paso, todos los genes con un fold change relativo de al 

menos 1,2 (p.ej. los genes en los que el promedio de expresion génica estaba 

sobreexpresada por lo menos en un 20% en comparación con el control de ASCs 

fueron seleccionados. 
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1. AISLAMIENTO Y EXPANSIÓN DE ASCs: 

 

Las ASCs obtenidas a partir del tejido celular adiposo subcutáneo utilizando los 

métodos descritos en el apartado de “Materiales y Métodos” correspondiente, 

mostraron un adecuado crecimiento celular en los primeros subcultivos, viéndose 

disminuido el ritmo de crecimiento a partir del VII subcultivo. El nivel de confluencia 

celular en las cajas de cultivo tipo Falcon se consiguió aproximadamente después de 

doce días de cultivo. La morfología propia de las ASCs mostró en subconfluencia un 

aspecto celular estrellado, que al ir confluyendo cambió a alargado hasta terminar en 

confluencia extrema con una morfología recordando a la formas celulares 

fibroblásticas (Figura 19). 

 

 

  

  

Figura 19. Subcultivos celulares de ASCs mostradas durante diferentes periodos de tiempo. 20x. 

A: 24 horas. B: 7 días. C: 14 días. D: 21 días. La morfología celular fibroblástica surge en estados de 

confluencia. 
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2. INDUCCIÓN A LA ESTIRPE OSTEOGÉNICA: 

 

Como se muestra en la Figura 20 y el cuadro 1, el análisis histológico de los cultivos 

bidimensionales inducidos a células precursoras de osteoblastos respecto a los grupos 

control, reveló que la producción de una matriz extracelular calcificada no se inició en 

las veinticuatro primeras horas de inducción (0% de área teñida por campo visual) 

para ambos métodos histológicos: el correspondiente a la tinción con rojo alizarín S y 

la ausencia de fosfatasa alcalina en la inmunofluorescencia. Posteriormente, cuando 

las células fueron cultivadas en el medio osteoinductivo por diez días, se generó una 

matriz extracelular calcificada en algunas áreas del cultivo (5,24% de las células 

teñidas por campo visual), con la expresión de fosfatasa alcalina en 6,26% de las 

células. Finalmente, las células incubadas en el medio osteoinductor durante veinte 

días mostraron amplias áreas de matriz celular calcificada a lo largo del cultivo que 

correspondieron al 47,29% de células que se tiñeron por campo visual y con un 40,6% 

de células expresando fosfatasa alcalina en inmunofluorescencia. 

Por otra parte, el análisis histológico de los constructos tridimensionales de este 

estudio, revelaron que algunas células en dichos cultivos se transdiferenciaron en 

células precursoras de osteoblastos después de diez y veinte días de inducción 

(7,60% de células positivas para la tinción de rojo alizarín S y un 93,8% de fosfatasa 

alcalina después de diez días de inducción y 74,56% y 100%, respectivamente 

después de veinte días de inducción) (Figuras 21 y 22, Cuadro 2). Como se muestra 

en el cuadro 3, el porcentaje de células positivas fue significativamente mayor en el 

modelo de cultivo tridimensional que en el modelo de cultivo bidimensional para 

fosfatasa alcalina después de die días y para fosfatasa alcalina y para rojo alizarín S 

después de veinte días (p=0,000). 
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Figura 20. Diferenciación de las ASCs en el modelo bidimensional hacia el linaje osteogénico. 20x.  A, B 

y C: Tinción rojo alizarin S en ASCs cultivadas por 24 horas, 10 días y 20 días, respectivamente. D, E y F: 

Inmunofluorescencia para fosfatasa alcalina en ASCs inducidas por 24 horas, 10 días y 20 días, 

respectivamente. La coloración anaranjada corresponde a la expresión positiva de fosfatasa alcalina. G: 

Inmunofluorescencia para fosfatasa alcalina en hueso control. H: Inmunofluorescencia para fosfatasa 

alcalina en fibroblastos humanos de mucosa oral control incubados en medio osteogénico. I: 

Inmunofluorescencia para fosfatasa alcalina de ASCs no inducidas.  
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Figura 21. Tinción rojo alizarin S. 20x. Diferenciación osteogénica del modelo HFA-Tdm. A, B y C: 

Grupos control. A: Fibroblastos orales humanos inducidos por 20 días a tejido óseo. B: ASCs cultivadas 

en medio basal sin factores de inducción. C: Hueso humano. D, E y F: HFA-Tdm inducidos al linaje 

osteogénico por 24 horas, 10 y 20 días respectivamente.  

 

 

Figura 22. Inmunofluorescencia para fosfatasa alcalina con DAPI. Diferenciación de HFA-Tdm hacia el 

linaje osteogénico. 20x. A, B y C: Grupos control. A: Fibroblastos orales humanos inducidos por 20 días a 

tejido óseo. B: ASCs cultivadas en medio basal sin factores de inducción. C: Hueso humano. D, E y F: 

HFA-Tdm inducidos al linaje osteogénico por 24 horas, 10 y 20 días respectivamente. 
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3.  INDUCCIÓN A LA ESTIRPE CONDROGÉNICA: 

 

En primer lugar, nuestros resultados revelaron que la inducción de CCA-Bdm hacia el 

linaje condrogénico después de veinticuatro horas no fue positivo para generar niveles 

detectables de transdiferenciación celular, hecho que demostró el azul alcian y la 

expresión de colágeno tipo II (0% de células teñidas por campo visual) (Figura 23 y 

Cuadro 1). Sin embargo, los cultivos a CCA-Bdm inducidos por diez días en el medio 

condrogénico mostraron un alto porcentaje de células transdiferenciadas a células 

precursoras de condrocitos (84,08% de positividad al azul alcian y un 92,34% de 

células positivas a colágeno tipo II). Este porcentaje sin embargo, fue mayor en los 

cultivos que fueron inducidos durante veinte días (94,94% para azul alcian y 93,00% 

por inmunofluorescencia). 

De manera similar, el análisis de los cultivos HFA-Tdm inducidos al linaje cartilaginoso 

mostraron que el proceso de transdiferenciación no fue efectivo después de 

veinticuatro horas de inducción, con 0% de células transdiferenciadas (Figuras 24, 25 

y Cuadro 2). Sin embargo, cuando estos tejidos bio-generados por ingeniería tisular se 

indujeron durante diez días, el 14,8% de las células eran positivas a la tinción de azul 

alcian, con 80% de las células positivas a la expresión de colágeno tipo II por 

inmunfluorescencia. 

El análisis estadístico demostró que estos porcentajes fueron significativamente 

menores que aquellos mostrados por el modelo de cultivo CCA-Bdm (p=0.0000 para 

azul alcian y p=0,0236 para inmunofluorescencia) (Cuadro 3). Finalmente, los tejidos 

inducidos al linaje condrogénico durante veinte días mostraron que un 98,7% del tejido 

se tiñó fuertemente con azul alcian y que un 86,7% de las células expresaron colágeno 

tipo II. 
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Figura 23. Diferenciación de las ASCs en el modelo bidimensional hacia el linaje condrogénico. 20x. A, B 

y C: Tinción azul alcian en ASCs cultivadas por 24 horas, 10 días y 20 días, respectivamente. D, E y F: 

Inmunofluorescencia para colágeno tipo II en ASCs inducidas por 24 horas, 10 días y 20 días, 

respectivamente. G, H e I: Inmunofluorescencia para colágeno tipo II con DAPI. G: Inmunoreactividad en 

cultivo primario de condrocitos control.  H: Fibroblastos de mucosa oral control incubados en medio 

condrogénico. I: Inmunofluorescencia de ASCs no inducidas.  
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Figura 24. Tinción con azul alcian. 20x. Diferenciación condrogénica del modelo HFA-Tdm. A, B y C: 

Grupos control. A: Fibroblastos orales humanos inducidos por 20 días a cartílago. B: ASCs cultivadas en 

medio basal sin factores de crecimiento. C: Cartílago humano. D, E, y F: HFA-Tdm inducidos al linaje 

condrogénico por 24 horas, 10 y 20 días respectivamente. 

 

 

Figura 25. Inmunofluorescencia para colágeno tipo II con DAPI. Diferenciación de HFA-Tdm hacia el 

linaje condrogénico. 20x. A, B y C: Grupos control. A: Fibroblastos orales humanos inducidos por 20 días 

a cartílago. B: ASCs cultivadas en medio basal sin factores de crecimiento. C: Cartílago humano. D, E y 

F: HFA-Tdm inducidos al linaje condrogénico por 24 horas, 10 y 20 días respectivamente.  
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4. INDUCCIÓN A LA ESTIRPE ADIPOGÉNICA: 

 

El análisis histológico de los cultivos CCA-Bdm inducidos por veinticuatro horas y diez 

días hacia el linaje adipogénico no mostraron la presencia de ninguna vacuola con 

contenido lipídico con la tinción de oil red O, con 0% de las células expresando leptina 

por inmunofluorescencia después de veinticuatro horas de inducción. Sin embargo, el 

90,5% de las células incubadas por diez días en el medio adipogénico mostraron 

inmunoreactividad a leptina (Figura 26 y Cuadro 1). Finamente, un tercio de las células 

inducidas durante veinte días mostraron positividad a la tinción histoquímica con oil red 

O, mientras que el 98,1% de las células expresaron leptina. 

De manera similar, nuestro análisis del sistema HFA-Tdm mostró que el proceso de 

transdiferenciación adipogénico no fue eficiente a las veinticuatro horas y que el 0% de 

las células se tiñó con oil red O después de diez días de inducción. Sin embargo, el 

87% de las células inducidas por diez días expresaron intensamente leptina.  Luego, 

cuando los constructos HFA-Tdm bio-generados con ingeniería tisular fueron inducidos 

durante veinte días, el porcentaje de las célula positivas a la tinción de oil red O fue 

significativamente mayor que el de los cultivos CCA-Bdm (92,3% en los cultivos y 

33,33% en los  p=0,0000), aunque la proporción de las células que expresaron leptina 

fue significativamente menor en comparación con los cultivos de (87,9% en los HFA-

Tdm y 98,1% en CCA-Bdm; p=0,0101) (Figura 27, 28 y Cuadro 3). 
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Figura 26. Diferenciación de las ASCs en el modelo bidimensional hacia el linaje adipogénico. 20x. A, B y 

C: Tinción oil red o en ASCs cultivadas por 24 horas, 10 días y 20 días, respectivamente. D, E y F: 

Inmunofluorescencia para leptina en ASCs inducidas por 24 horas, 10 días y 20 días, respectivamente. G, 

H e I: Inmunofluorescencia para leptina con DAPI. G: Inmunoreactividad en tejido adiposo control.  H: 

Fibroblastos de mucosa oral control incubados en medio adipogénico. I: Inmunofluorescencia de ASCs no 

inducidas.  

 

 

A

D

G

E

B

H

F

C

I



                                                                                                             Resultados                                                                                                    

48 

 

 

 

Figura 27. Tinción con hematoxilina-eosina. 20x. Diferenciación adipogénica del modelo HFA-Tdm. A, B y 

C: Grupos control. A: Fibroblastos orales humanos inducidos por 20 días a tejido adiposo. B: ASCs 

cultivadas en medio basal sin factores de inducción. C: Tejido adiposo unilocular. D, E y  F: HFA-Tdm 

inducidos al linaje adipogénico por 24 horas, 10 y 20 días respectivamente. 

 

 

Figura 28. Inmunofluorescencia para leptina con DAPI. Diferenciación de HFA-Tdm hacia el linaje 

adipogénico. 20x. A, B y C: Grupos control. A: Fibroblastos orales humanos inducidos por 20 días a tejido 

adiposo. B: ASCs cultivadas en medio basal sin factores de inducción. C: Tejido adiposo unilocular. D, E y 

F: HFA-Tdm inducidos al linaje adipogénico por 24 horas, 10 y 20 días respectivamente.  
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5. INDUCCIÓN A LA ESTIRPE NEUROGÉNICA: 

 

La tinción de HyE de los cultivos CCA-Bdm inducidos al linaje neurogénico, revelaron 

que el proceso de transdiferenciación inició después de veinticuatro horas de 

inducción, con un 31% de células con desarrollo de prolongaciones citoplasmáticas 

que parecían procesos rudimentarios muy parecidos a los axones y con el 43,42% 

mostrando una expresión de nestina por inmunofluorescencia (Figura 29 y Cuadro 1). 

Cuando las células fueron incubadas en el medio neurogénico durante diez y veinte 

días, el 44% de las células mostraron largas prolongaciones axonales así como 

extensiones celulares pequeña de tipo dendrítico con un 57,34% de las células 

positivas a nestina para el día diez y el 85,71% para las células a los veinte días. 

El análisis de los tejidos HFA-Tdm bio-generados por ingeniería tisular e inducidos 

reveló que el 50% de las células mostraron modificaciones morfológicas significativas 

muy parecidas a los procesos de las células precursoras de neuronas 

transdiferenciadas luego de veinticuatro horas de inducción con un 78,8% de las 

células expresando a la proteína nestina por inmunofluorescencia (Figuras 30, 31 y 

Cuadro 2). Después, la inducción para los diez días resultó en un 55,6% de células 

tipo neuronal y un 85,3% de las células con expresión de nestina, mientras que los 

tejidos incubados por veinte días en el medio inductor fueron capaces de generar el 

60% de células precursoras de neuronas y un 95,74% de células expresando la 

proteína nestina. Todos los porcentajes de expresión de nestina fueron 

significativamente mayores en los cultivos HFA-Tdm que en los cultivos CCA-Bdm, 

con los principales cambios morfológicos sólo después de los veinte días de inducción 

(Cuadro 3).   
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Figura 29. Diferenciación de las ASCs en el modelo bidimensional hacia el linaje neurogénico. 20x. A, B y 

C: hematoxilina-eosina en ASCs cultivadas por 24 horas, 10 días y 20 días, respectivamente. D, E y F: 

Inmunofluorescencia para nestina en ASCs inducidas por 24 horas, 10 días y 20 días, respectivamente. 

G, H e I: Inmunofluorescencia para nestina con DAPI. G: Inmunoreactividad de la línea celular SNK.  H: 

Fibroblastos de mucosa oral control incubados en medio neurogénico. I: Inmunofluorescencia de ASCs no 

inducidas.  
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Figura 30. Tinción con hematoxilina-eosina. 20x. Diferenciación neurogénica del modelo HFA-Tdm. A, B, 

y C: Grupos control. A: Fibroblastos orales humanos inducidos por 20 días a tejido nervioso. B: ASCs 

cultivadas en medio basal sin factores de inducción. C: Tejido encefálico. D, E y F: HFA-Tdm inducidos al 

linaje neurogénico por 24 horas, 10 y 20 días respectivamente. 

 

 

Figura 31. Inmunofluorescencia para nestina con DAPI. Diferenciación de HFA-Tdm hacia el linaje 

neurogénico. 20x. A, B y C: Grupos control. A: Fibroblastos orales humanos inducidos por 20 días a tejido 

nervioso. B: ASCs cultivadas en medio basal sin factores de inducción. C: Tejido encefálico humano. D, E 

y F: HFA-Tdm inducidos al linaje neurogénico por 24 horas, 10 y 20 días respectivamente.  
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Cuadro 1. Porcentaje de transdiferenciación positiva de ASCs en los cultivos bidimensionales (CCA-Bdm) 

hacia los linajes osteogénico, condrogénico, adipogénico y neurogénico mostrado por tinción histológica 

con rojo alizarín S, azul alcian, oil red O y hematoxilina y eosina y por inmunofluorescencia para fostafasa 

alcalina, colágeno tipo II, leptina y nestina después de 24 horas, 10 días y 20 días de inducción. 

 

CCA-Bdm 

INDUCCIÓN 
OSTEOGÉNICA 

INDUCCIÓN 
CONDROGÉNICA 

INDUCCIÓN 
ADIPOGÉNICA 

INDUCCIÓN 
NEUROGÉNICA 

Rojo 
alizarínS 

Fosfatasa 
alcalina 

Azul alcian  
Colágeno 

tipo II 
Oil red O Leptina 

Hematoxilina-
eosina 

Nestina 

24 horas 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 31,00 43,42 

10 días 5,24 6,26 84,08 92,34 0,00 90,50 44,00 57,34 

20 días 47,29 40,6 94,94 93,00 33,33 98,10 44,00 85,71 

 

 

 

Cuadro 2. Porcentaje de transdiferenciación positiva de ASCs en el modelo de cultivo tridimensional  

(HFA-Tdm) hacia los linajes osteogénico, condrogénico, adipogénico y neurogénico mostrado por tinción 

histológica con rojo alizarín S, azul alcian, oil red O y hematoxilina y eosina y por inmunofluorescencia 

para fostafasa alcalina, colágeno tipo II, leptina y nestina después los diferentes periodos de inducción. 

 

HFA-Tdm 

INDUCCIÓN 
OSTEOGÉNICA 

INDUCCIÓN 
CONDROGÉNICA 

INDUCCIÓN 
ADIPOGÉNICA 

INDUCCIÓN 
NEUROGÉNICA 

Rojo 
alizarínS 

Fosfatasa 
alcalina 

Azul alcian 
Colágeno 

tipo II 
Oil red O Leptina 

Hematoxilin
a-eosina 

Nestina 

24 horas 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 50,00 78,80 

10 días 7,60 93.80 14,80 80.00 0,00 87,00 55,60 85,30 

20 días 74,56 100.00 98,70* 86,70 92,30 87,90 60,00 95,74 
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Cuadro 3. Comparación estadística de los porcentajes de transdiferenciación de ASCs en el modelo 

bidimensional frente al tridimensional (CCA-Bdm y HFA-Tdm) hacia los linajes osteogénico, condrogénico, 

adipogénico y neurogénico obtenidos tras la aplicación de distintos métodos (tinción histológica con rojo 

alizarín S, azul alcian, oil red O, hematoxilina-eosina e inmunofluorescencia para fostafasa alcalina, 

colágeno tipo II, leptina y nestina) después 24 horas, 10 días y 20 días del periodo de inducción. Todos 

los valores corresponden a niveles de significación p para el test exacto de Fisher. Las diferencias 

estadísticamente significativas (p<0,05) están remarcados en color verde. 

 

CCA-Bdm 
vs.  

HFA-Tdm  

INDUCCIÓN 
OSTEOGÉNICA 

INDUCCIÓN 
CONDROGÉNICA 

INDUCCIÓN 
ADIPOGÉNICA 

INDUCCIÓN 
NEUROGÉNICA 

Rojo 
alizarínS 

Fosfatasa 
alcalina 

Azul alcian 
Colágeno 

tipo II 
Oil red O Leptina 

Hematoxilin
a-eosina 

Nestina 

24 horas 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,0093 0,0000 

10 días 0,5679 0,0000 0,0000 0,0236 1,0000 0,5149 0,1196 0,0000 

20 días 0,0000 0,0000 0,2116 0,2380 0,0000 0,0101 0,0335 0,0238 
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6. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA DE LOS CULTIVOS CCA-

BdmTRANSDIFERENCIADOS: 

 

El análisis de expresión genético de los cultivos CCA-Bdm inducidos al linaje 

osteogénico durante veinte días mostró una sobreexpresión significativa de varios 

genes relacionados con la diferenciación osteogénica y función ósea (más del 20% de 

expresión incrementada respecto al grupo control), incluyendo ALPL, BGLAP, BMP15, 

BMP3, BMP6, BMP7, BMP8B y BMPR1B (Cuadro 4). Además los genes BMP8A y B, 

BMPER y BMPR1A mostraron una expresión génica aumentada que fue menor del 

20%. Así mismo, la expresión de algunos genes disminuyó tas la inducción 

osteogénica incluyendo BMP1, BMP10, BMP2, BMP4, BMP5 y BMP8A.  

El análisis de expresión génica de los cultivos CCA-Bdm inducidos al linaje 

condrogénico después de veinte días de inducción mostró la sobre expresión de los 

genes BGN, CHAD, CHSY1, CHSY3, CILP, CILP2, COL10A1, COL11A1, COL2A1, 

CSGALNACT2, HAS1 y HAS2 (Cuadro 4), mientras que COL11A2, COL6A1 y 

COL6A3 mostraron un incremento en la expresión génica menor del 20% y algunos 

genes como ACAN, COL6A2, COL6A6, COL9A1, COL9A2, COL9A3 y HAS3 

disminuyeron su expresión luego del proceso de inducción condrogénico.  

De forma similar, CCA-Bdm incubados en medio adipogénico mostraron una clara 

sobre expresión (más del 20% respecto a los controles) de los genes ACACB, ADFP, 

ADIPOQ, ADIPOR1, ADIPOR2, CFD, DGAT2, FAB1, FAB4, FAB7, FADS1, FADS2, 

FADS3, GPAM, GPD1, LBP, LEP, LEPROT, LEPROLT1, LPIN1, LPIN3, LPL, PLIN y 

PNPLA3 con dos genes bajo expresados después del proceso de inducción LPIN2 y 

RETN (Cuadro 4).  
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Finalmente, después de la inducción de CCA-Bdm al linaje neurogénico, el análisis de 

expresión de genes mediante microarrays reveló que varios genes relacionados al 

desarrollo y diferenciación neurogénica se sobre expresaron en 20% incluyendo: DDN, 

HNT, NAV1, NAV2, NAV3, NCAN, NEFH, NEFL, NEGR1, NEUROD1, NEUROD2, 

NEUROD6, NEUROG1, NEUROG2, NGFR, NRCAM, SLC6A2, SLC6A4 y SLC6A9. En 

contraste, NCAM1, NEUROD4 y SLC6A11 mostraron un incremento en la expresión 

génica menor del 20% y los genes NCAM2, NEFM, NEUROG3, NGF, NGFRAP1, 

SLC32A1, SLC6A13 y SLC6A8 disminuyeron su expresión después de la inducción al 

linaje neurogénico (Cuadro 4). 
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Cuadro 4. El análisis de la expresión genética de las ASCs control y de las ASCs transdiferenciadas a los 

linajes osteogénico, condrogénico, adipogénico y neurogénico fue determinado por microarray. Gen ID: 

Referencia de Affimetrix del gen específico. FC BONE/CTR: Doblaje en la expresión de las células 

inducidas al linaje osteogénico frente a las ASCs controles. FC CART/CTR: Doblaje en la expresión de las 

células inducidas al linaje condrogénico frente a las ASCs controles. FC ADIPO/CTR: Doblaje en la 

expresión de las células inducidas al linaje adipogénico frente a las ASCs controles. NEURO/CTR: 

Doblaje en la expresión de las células inducidas al linaje neurogénico frente a las ASCs controles. Los 

genes que mostraron una sobre-expresión considerable (mayor del 20%) después del periodo de 

inducción hacia los diferentes linajes está remarcado en rojo.  

 

Gene ID 
FC 

CART/ 
CTR 

FC 
BONE/ 

CTR 

FC 
NEURO/ 

CTR 

FC 
ADIPO/ 

CTR 
Símbolo de gen Nombre del gen 

1557924_s_at///2157
83_s_at 

0,71 1,55 1,33 1,38 ALPL 
alkaline phosphatase, 
liver/bone/kidney 

206956_at 0,96 1,29 0,80 1,06 BGLAP 
bone gamma-carboxyglutamate 
(gla) protein 

1570383_at///20270
1_at///1569002_x_at
///205574_x_at///20
6725_x_at///207595_
s_at///1569001_at 

1,00 0,62 0,88 0,79 BMP1 bone morphogenetic protein 1 

208292_at 1,01 0,59 1,55 0,81 BMP10 bone morphogenetic protein 10 

221332_at 2,37 1,89 1,74 1,52 BMP15 bone morphogenetic protein 15 

205290_s_at///20528
9_at 

0,50 0,26 0,63 0,22 BMP2 bone morphogenetic protein 2 

208244_at 4,90 1,90 0,60 9,90 BMP3 bone morphogenetic protein 3 

211518_s_at 0,07 0,05 0,08 0,06 BMP4 bone morphogenetic protein 4 

205431_s_at///20543
0_at 

0,38 0,83 0,71 0,59 BMP5 bone morphogenetic protein 5 

241141_at///206176
_at///215042_at 

1,18 2,50 1,34 1,26 BMP6 bone morphogenetic protein 6 

211260_at///209591
_s_at 

1,42 2,26 1,51 1,87 BMP7 bone morphogenetic protein 7 

207866_at///220203
_at///220204_s_at 

1,44 0,77 0,82 1,10 BMP8A bone morphogenetic protein 8a 

221615_at 0,88 1,01 0,90 1,05 BMP8A /// BMP8B 
bone morphogenetic protein 8a /// 
bone morphogenetic protein 8b 

235275_at///207865
_s_at 

0,82 2,55 0,68 0,76 BMP8B bone morphogenetic protein 8b 

241986_at 0,11 1,13 0,41 1,08 BMPER BMP binding endothelial regulador 

204832_s_at///21357
8_at 

1,09 1,12 1,13 0,76 BMPR1A 
bone morphogenetic protein 
receptor, type IA 

229975_at///242579
_at 

1,83 2,83 2,35 0,77 BMPR1B 
bone morphogenetic protein 
receptor, type IB 

1554950_at///21716
1_x_at///207692_s_a
t///205679_x_at 

0,63 0,54 0,90 1,11 ACAN Aggrecan 

201262_s_at///21390
5_x_at///201261_x_a
t 

13,70 0,42 3,47 0,45 BGN Biglycan 

206869_at 2,15 0,30 1,00 0,85 CHAD Chondroadherin 

205567_at///203044
_at 

1,85 1,71 1,37 3,06 CHSY1 chondroitin sulfate synthase 1 
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242100_at 1,67 0,82 1,35 1,69 CHSY3 chondroitin sulfate synthase 3 

206227_at 5,43 0,48 1,40 1,06 CILP 
cartilage intermediate layer protein, 
nucleotide pyrophosphohydrolase 

1552289_a_at///155
2288_at 

11,27 0,55 1,15 0,77 CILP2 
cartilage intermediate layer protein 
2 

217428_s_at///20594
1_s_at 

24,69 1,82 1,69 0,66 COL10A1 collagen, type X, alpha 1 

229271_x_at///3789
2_at///204320_at 

10,72 2,37 4,53 6,04 COL11A1 collagen, type XI, alpha 1 

213870_at///216993
_s_at 

1,08 1,03 1,03 1,06 COL11A2 collagen, type XI, alpha 2 

217404_s_at///21349
2_at 

6,32 1,81 2,09 2,22 COL2A1 collagen, type II, alpha 1 

212940_at///214200
_s_at///212938_at///
212937_s_at///21342
8_s_at///212091_s_a
t///216904_at///212
939_at 

1,04 1,39 0,96 1,09 COL6A1 collagen, type VI, alpha 1 

209156_s_at///21329
0_at 

0,90 1,17 0,93 0,84 COL6A2 collagen, type VI, alpha 2 

201438_at 1,02 0,94 0,99 0,83 COL6A3 collagen, type VI, alpha 3 

230867_at 0,25 0,43 0,44 0,18 COL6A6 collagen type VI alpha 6 

1555527_at///22200
8_at 

0,88 1,05 2,09 1,24 COL9A1 collagen, type IX, alpha 1 

232542_at///213622
_at 

0,46 0,53 1,09 0,78 COL9A2 collagen, type IX, alpha 2 

204724_s_at 0,85 0,35 0,30 0,45 COL9A3 collagen, type IX, alpha 3 

222235_s_at///21887
1_x_at///239077_at 

1,50 0,85 1,24 0,80 CSGALNACT2 
chondroitin sulfate N-
acetylgalactosaminyltransferase 2 

207316_at 8,63 0,70 1,73 5,15 HAS1 hyaluronan synthase 1 

230372_at///206432
_at 

23,60 4,19 1,65 9,28 HAS2 hyaluronan synthase 2 

223541_at///228179
_at///1552980_at 

0,90 0,90 0,70 0,38 HAS3 hyaluronan synthase 3 

214788_x_at 0,73 1,53 1,73 1,33 DDN Dendrin 

227566_at///222020
_s_at///241934_at 

10,74 0,55 2,88 1,34 HNT Neurotrimin 

233567_at///233870
_at///224774_s_at///
227584_at///224771
_at///224770_s_at///
224773_at///224772
_at 

2,87 1,66 1,69 1,28 NAV1 neuron navigator 1 

1567357_at///22259
9_s_at///1556606_at
///1567358_at///218
330_s_at///222598_s
_at 

0,93 1,68 1,22 1,71 NAV2 neuron navigator 2 

1552658_a_at///156
2234_a_at///204823
_at///216632_at///2
16466_at 

1,55 1,04 1,52 1,81 NAV3 neuron navigator 3 

214952_at///229799
_s_at///231532_at///
212843_at///217359
_s_at///227394_at///
209968_s_at 

0,84 0,77 1,01 0,80 NCAM1 neural cell adhesion molecule 1 

205669_at///232390
_at 

0,30 0,95 0,83 1,12 NCAM2 neural cell adhesion molecule 2 

205143_at 0,78 2,56 2,61 5,06 NCAN Neurocan 

204412_s_at///33767
_at 

1,27 3,04 1,54 2,72 NEFH neurofilament, heavy polypeptide 

221805_at///221801
_x_at///221916_at/// 

2,06 4,63 2,87 8,52 NEFL neurofilament, light polypeptide 
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205113_at///223902
_at 

0,82 0,99 0,84 1,38 NEFM neurofilament, medium polypeptide 

1553194_at///22946
1_x_at///243357_at/
//239548_at 

3,19 6,39 2,72 8,07 NEGR1 neuronal growth regulator 1 

1556057_s_at///2062
82_at 

0,62 2,64 2,84 1,02 NEUROD1 neurogenic differentiation 1 

210271_at///155295
3_a_at 

6,21 1,44 2,10 2,17 NEUROD2 neurogenic differentiation 2 

221318_at 1,34 0,31 1,14 0,80 NEUROD4 neurogenic differentiation 4 

220045_at 1,50 0,50 1,21 2,43 NEUROD6 neurogenic differentiation 6 

208497_x_at 2,88 7,12 5,35 8,94 NEUROG1 neurogenin 1 

215632_at 1,17 1,17 2,17 2,67 NEUROG2 neurogenin 2 

207965_at 1,37 0,24 0,31 0,31 NEUROG3 neurogenin 3 

206814_at 0,61 0,15 0,76 0,49 NGF 
nerve growth factor (beta 
polypeptide) 

205858_at 3,60 41,60 4,40 108,40 NGFR 
nerve growth factor receptor (TNFR 
superfamily, member 16) 

217963_s_at 0,86 1,23 0,99 1,11 NGFRAP1 
nerve growth factor receptor 
(TNFRSF16) associated protein 1 

204105_s_at///21695
9_x_at 

2,02 5,44 3,12 13,69 NRCAM neuronal cell adhesion molecule 

240532_at 0,70 6,90 0,80 1,10 SLC32A1 
solute carrier family 32 (GABA 
vesicular transporter), member 1 

1554724_at 9,20 1,40 1,20 1,80 SLC6A11 
solute carrier family 6 
(neurotransmitter transporter, 
GABA), member 11 

237058_x_at 1,05 0,67 0,82 0,78 SLC6A13 
solute carrier family 6 
(neurotransmitter transporter, 
GABA), member 13 

217213_at///215715
_at///217214_s_at///
210353_s_at/// 

2,18 0,69 1,48 2,43 SLC6A2 
solute carrier family 6 
(neurotransmitter transporter, 
noradrenalin), member 2 

207519_at 2,71 2,06 2,46 0,94 SLC6A4 
solute carrier family 6 
(neurotransmitter transporter, 
serotonin), member 4 

210854_x_at///2022
19_at///213843_x_at
/// 

2,12 1,27 0,91 3,08 SLC6A8 
solute carrier family 6 
(neurotransmitter transporter, 
creatine), member 8 

207043_s_at 1,08 0,26 1,25 0,49 SLC6A9 
solute carrier family 6 
(neurotransmitter transporter, 
glycine), member 9 

214584_x_at///2219
28_at///49452_at///1
552616_a_at///1552
615_at///43427_at 

0,81 1,89 1,79 51,50 ACACB 
acetyl-Coenzyme A carboxylase 
beta 

215895_x_at///2091
22_at 

0,42 0,73 0,95 1,67 ADFP 
adipose differentiation-related 
protein///Adipophilin 

207175_at 0,30 9,02 6,36 556,21 ADIPOQ 
adiponectin, C1Q and collagen 
domain containing 

217748_at 1,28 1,12 0,88 1,33 ADIPOR1 adiponectin receptor 1 

201346_at 1,35 1,03 0,64 1,76 ADIPOR2 adiponectin receptor 2 

205382_s_at 0,10 1,57 0,93 3,54 CFD complement factor D (adipsin) 

224327_s_at///2260
64_s_at 

0,18 1,32 1,31 52,07 DGAT2 
diacylglycerol O-acyltransferase 
homolog 2 (mouse) 

205892_s_at///2316
93_at 

0,78 1,37 1,87 1,28 FABP1 

Fatty acid binding protein 1, liver, 
mRNA (cDNA clone 
IMAGE:4712653)///fatty acid binding 
protein 1, liver 

235978_at///203980
_at 

0,97 16,05 8,22 924,05 FABP4 
fatty acid binding protein 4, 
adipocyte 

205029_s_at///2050
30_at///216192_at 

1,72 1,55 2,69 10,84 FABP7 fatty acid binding protein 7, brain 

208964_s_at///2089
63_x_at///208962_s
_at 

0,75 1,59 1,29 5,72 FADS1 fatty acid desaturase 1 

202218_s_at///2439
53_at 

1,80 2,26 1,34 3,44 FADS2 fatty acid desaturase 2 
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204257_at///216080
_s_at 

1,29 1,51 1,22 3,43 FADS3 fatty acid desaturase 3 

225420_at///225424
_at 

3,23 1,66 2,03 44,32 GPAM 
glycerol-3-phosphate 
acyltransferase, mitochondrial 

204997_at///213706
_at 

1,00 7,45 2,20 997,93 GPD1 
glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase 1 (soluble) 

214461_at 0,16 3,69 0,25 92,41 LBP lipopolysaccharide binding protein 

207092_at 13,20 70,20 6,10 19,80 LEP Leptin 

227095_at///202378
_s_at 

0,82 1,24 1,30 1,44 LEPROT 
leptin receptor overlapping 
transcript 

202595_s_at 1,90 1,15 1,34 1,49 LEPROTL1 
leptin receptor overlapping 
transcript-like 1 

212276_at///212274
_at///212272_at 

0,36 0,93 0,98 2,82 LPIN1 lipin 1 

202460_s_at///2024
59_s_at 

0,88 1,09 0,81 0,95 LPIN2 lipin 2 

232966_at 1,25 1,35 1,15 1,75 LPIN3 lipin 3 

203549_s_at///2035
48_s_at 

0,21 9,52 4,08 438,95 LPL lipoprotein lipase 

205913_at 0,82 24,24 5,82 1879,94 PLIN Perilipin 

220675_s_at///2330
30_at 

0,45 7,82 1,74 59,95 PNPLA3 
patatin-like phospholipase domain 
containing 3 

220570_at 0,40 0,31 0,19 0,13 RETN Resistin 
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La generación de tejidos artificiales empleando células troncales adultas y 

biomateriales altamente compatibles, es uno de los principales objetivos en la 

investigación biomédica. Aunque estos tejidos bio-generados mediante ingeniería 

tisular pudieran ser potencialmente útiles para la sustitución clínica de tejidos dañados, 

la obtención de células nativas con elevada capacidad de proliferación y diferenciación 

no es siempre posible (De Ugarte et al., 2003). Por esta razón, la búsqueda de fuentes 

celulares alternativas para su utilización como sustitutos de las células nativas es uno 

de los retos actuales en esta área (Zavan B. et al., 2010). 

En este contexto, las ASCs son una de las fuentes celulares de células troncales 

mesenquimales adultas más prometedoras (De Ugarte et al., 2003; Zuk et al., 2002) 

con elevadas capacidades de proliferación y diferenciación (De Ugarte et al., 2003; 

Schaffler y Buchler, 2007).  Una de las propiedades de estas células es su fácil acceso 

y la posibilidad de obtener diferentes tipos de células a partir de una fuente celular 

pluripotencial única. Aunque la potencialidad de las ASCs cultivadas en sistemas 

bidimensionales ha sido previamente establecida (Guilak et al., 2006; Matsumoto et 

al., 2008), se conoce poco acerca del fenotipo y la potencialidad de diferenciación de 

estas células en sistemas de cultivo tridimensionales (Duggal et al., 2009; Mauney et 

al., 2007), en los que las células reproducen su distribución a la estructura natural de 

los tejidos nativos. Por esta razón, en esta tesis doctoral hemos comparado el 

comportamiento de las ASCs cultivadas en un modelo bidimensional con otro 

tridimensional usando biomateriales compuestos por fibrina y agarosa, los cuales han 

sido descritos previamente por nuestro grupo de investigación, habiendo demostrado 

una gran eficacia en la elaboración de constructos tridimensionales biocompatibles 

(Alaminos et al., 2006 y 2007; Sanchez-Quevedo et al., 2007; Garzón et al., 2009). 

Idealmente, un buen biomaterial debe de servir para funcionar como un sustrato 

celular (Hutmacher et al., 2001; Trubiani et al., 2008; Behravesh et al., 1999; Ishaug et 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zavan%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
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al., 1997; Neuss et al., 2008; Munirah et al., 2008), que guie la diferenciación y la 

proliferación de las células participantes en el constructo (Hutmacher et al., 2001).  Sin 

embargo, la influencia de los biomateriales compuestos por fibrina y agarosa en la 

capacidad de diferenciación de las ASCs no ha sido establecida hasta la fecha. 

En este contexto, nuestros resultados demostraron que las ASCs cultivadas en 

modelos bidimensionales pueden ser eficientemente transdiferenciadas a varios tipos 

celulares. Este hecho no sólo fue confirmado por análisis histológico, sino también por 

análisis histo-químico, de inmunofluorescencia y  a través de la expresión de RNAm 

determinado por microarrays. Además, nuestros análisis confirmaron la plasticidad 

celular de las ASCs cuando fueron sometidas a medio inductor osteogénico, 

condrogénico, adipogénico y neurogénico en los cultivos tridimensionales. 

Sorprendentemente, el potencial de transdiferenciación de las ASCs sometidas en los 

cultivos tridimensionales fue comparable o tal vez mayor que para los cultivos 

bidimensionales, exceptuando la inducción condrogénica que sólo se alcanzó con 

claridad a los veinte días. Estos resultados sugieren que el modelo de cultivo 

tridimensional de fibrina y agarosa permite la diferenciación de las células ASCs y que 

la generación de sustitutos tisulares humanos tridimensionales empleando ASCs es 

una técnica eficaz que podría ser de utilidad en los protocolos de terapia celular y 

tisular. 

Cuando se analizaron las ASCs que se indujeron a la estirpe osteogénica, observamos 

que un alto porcentaje de células adquirieron un fenotipo osteogénico después de 20 

días de inducción, especialmente en el sistema de cultivo tridimensionales. Aunado al 

análisis histológico y la expresión génica de las ASCs cultivadas en modelos 

bidimensionales se observó que un alto número de genes relacionados con funciones 

y desarrollo óseo estaban sobreexpresados a los veinte días de inducción. Estos 

resultados sugieren que las células transdiferenciadas a precursoras de osteoblastos 

no sólo desarrollaron una morfología compatible con las células óseas como 



        Discusión                                                                                                                                                                                                                   

63 

 

observaron Zuk et al., Guilak et al. y Matsumoto et al. en cultivos bidimensionales (Zuk 

et al., 2002; Guilak et al., 2006; Matsumoto et al., 2008), sino que también tuvieron un 

comportamiento similar desde el punto de vista genético; todo ello indica que dicha 

transdiferenciación podría ser potencialmente útil para su uso clínico en el ámbito de la 

cirugía maxilofacial. En contraste, otros genes relacionados con tejido óseo no 

mostraron niveles considerables de sobreexpresión, tal vez debido a que las células se 

indujeron sólo durante veinte días o tal vez por la carencia de señales óseas 

específicas in situ que podrían desarrollarse en un ambiente in vivo. Las futuras 

investigaciones in vivo utilizando modelos tridimensionales podrán añadir sin duda 

nueva información sobre la expresión genética de las ASCs inducidas y 

transdiferenciadas.  

Por otro lado, cuando se evaluó la transdiferenciación de las ASCs a la estirpe 

cartilogénica, se encontró que ambos modelos, el bidimensional y el tridimensional 

pudieron sintetizar grandes cantidades de mucopolisacáridos y colágeno tipo II si bien, 

el fenotipo condrogénico se alcanza antes en el modelo bidimensional que en el 

tridimensional. Así mismo, la expresión genética por microarrays de CCA-Bdm 

confirmó que varios genes relacionados con la estirpe cartilogénica se 

sobreexpresaron tras del proceso de inducción incluyendo: BGN, CHAD, CHSY1, 

CHSY3, CILP, CILP2, COL10A1, COLL11A1, CSGALNACT2, HAS1, HAS2 y COL2A1. 

El gen COL2A1, ha sido reportado en estudios previos como un marcador importante 

en las células troncales inducidas a cartílago (Guilak et al., 2006; Mehlhorn et al., 

2006; Matsumoto et al., 2008). En contraste, algunos genes que codifican isoformas 

de colágeno y el gen HAS3  mostraron una baja expresión tras la inducción 

condrogénica. Esta disminución en la expresión génica podría deberse a que sería 

necesario un ambiente de tipo in vivo o a que es necesario mantener el periodo de 

inducción durante más tiempo ex vivo, lo que podría provocar una sobreexpresión de 

ciertos tipos de genes. Estos datos sugieren que las ASCs inducidas al linaje 
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condrogénico tienen un comportamiento muy similar a las que conforman el cartílago 

nativo y por ello pueden ser altamente útiles en medicina regenerativa. 

De manera similar, las ASCs inducidas a células precursoras de adipocitos, mostraron 

altos niveles de sobreexpresión génica de RNAm para la mayoría de los genes 

relacionados al linaje adipogénico. Ciertamente, el 92% de los genes relacionados con 

tejido adiposo analizados en este trabajo, se sobreexpresaron después de la 

inducción.  Posiblemente, esto fue debido a que las ASCs residen en el tejido adiposo 

y aún después de ser aisladas y cultivadas in vitro, pudieron mantener una gran 

cantidad de factores de crecimiento o señalizaciones de tipo intra/extracelular que 

facilitaron su diferenciación una vez que el medio adipogénico fue suministrado a los 

cultivos in vitro. Así mismo, el análisis de oligonucleótidos mediante microarrays reveló 

que la sobre expresión génica fue alta para varios genes, incluyendo: ADIPOQ, 

FABP4, GPD1, LPL y PLIN, los cuales son esenciales para la diferenciación y función 

de adipocítica (Suga et. al., 2009; De Rosa et al., 2009; Noer et al., 2007; Qi et al., 

2008). Sin embargo, aunque la tinción con oil red O mostró que los cultivos 

bidimensionales y tridimensionales no contenían ningún contenido triglicérico antes de  

los veinte días de inducción.  Una expresión significativa de leptina-OB estaba 

presente desde el día diez. Todos estos resultados sugieren que las ASCs tienen un 

alto potencial para diferenciarse a células precursoras de adipocitos en un ambiente ex 

vivo y que podrían ser altamente útiles en medicina regenerativa. 

En relación a la inducción neurogénica, los cultivos bidimensionales sobreexpresaron 

un 63% de los genes relacionados a la estirpe neurogénica después de los veinte días 

de inducción, incluyendo entre otros: NEUROD6, NEUROG1, NEUROG2 y el factor 

receptor de crecimiento neural NGFR. Las células inducidas en ambos modelos de 

cultivo, bidimensionales y tridimensionales, mostraron cambios morfológicos 

importantes incluyendo la formación de procesos axonales muy similares a los 

neuronales, así como la formación de procesos dentríticos rudimentarios en la 
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membrana celular a tan sólo veinticuatro horas del proceso de inducción. Estos 

hallazgos coinciden con la sobre expresión de los genes que son específicos para el 

desarrollo neuronal, incluyendo varios tipos de neurofilamentos como los polipéptidos 

pesados y ligeros, la adhesión de la molécula neural celular NRCAM y el gen que 

corresponde a dendrin, que tiene un rol importante en el desarrollo de las dendritas 

neuronales (Neuner-Jehle et al., 1996). De acuerdo con la expresión de la proteína 

nestina determinada por inmunfluorescencia, ambos modelos de cultivo, los 

bidimensionales y los tridimensionales, mostraron inmunoreactividad en la mayoría de 

las células (>85%) expresando nestina tras veinte días de inducción. El potencial de 

uso clínico de células precursoras neuronales autólogas desarrollado en ambos 

modelos de células troncales adultas parece ser en consecuencia ilimitado. 

Una de las mayores ventajas de los métodos descritos es su simplicidad, la rapidez de 

inducción para la transdiferenciación y el hecho de que un solo tipo celular se ha 

utilizado para la generación de varios tipos de tejido adulto. De esta manera, utilizando 

medios de cultivo específicos, las ASCs pudieron ser eficientemente diferenciadas a 

células precursoras de adipocitos en los modelos bidimensionales y tridimensionales 

después de veinte días de cultivo. La transdiferenciación a células precursoras 

neuronales y cartilaginosas después de diez y veinte días, respectivamente y hacia 

células precursoras de hueso después de veinte días. Otra ventaja de la metodología 

empleada es que no implica ninguna  manipulación genética de las células. Así, la 

posibilidad de inducir una alteración genómica severa con potencial oncogénico es 

muy baja. 

En resumen, en este trabajo de tesis doctoral se ha demostrado que las células ASCs 

son altamente accesibles obtenidas a partir de tejido adiposo y que son una fuente 

celular para su uso en ingeniería tisular con alto potencial de diferenciación en ambos 

sistemas de cultivo, el bidimensional y el tridimensional. El empleo de los constructos 
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de fibrina agarosa mostró resultados de alta biocompatibilidad comparable  y con 

mayor eficiencia que la transdiferenciación celular ex vivo. 

La utilidad de estos resultados en el área maxilofacial, resulta evidente al conformar 

los tejidos obtenidos a partir de la ASCs, el conjunto de tejidos básicamente implicados 

en la patología y restauración terapéutica y plástica de dicha región. 
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 De los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral se infieren las 

siguientes conclusiones: 

 

1. Los métodos y técnicas desarrollados en la presente tesis doctoral permiten el 

aislamiento y expansión de las células mesenquimales humanas derivadas de 

tejido adiposo y su mantenimiento hasta el séptimo subcultivo, sin que dicho 

aislamiento y mantenimiento hayan generado alteraciones artefactuales 

significativas. 

2. Las células mesenquimales humanas derivadas de tejido adiposo en cultivo 

bidimensional, poseen una elevada capacidad de transdiferenciación a las 

estirpes osteogénica, condrogénica, adipogénica y neurogénica, lo que implica 

la posibilidad de su utilización en terapia celular.  

3. Las células mesenquimales humanas derivadas de tejido adiposo en cultivos 

tridimensionales basados en biomateriales de fibrina y agarosa, poseen una 

elevada capacidad de transdiferenciación a las estirpes osteogénica, 

condrogénica, adipogénica y neurogénica, lo que implica la posibilidad de su 

utilización en terapia sustitutiva de órganos y tejidos. 

4. El análisis histológico e histoquímico de las células humanas mesenquimales 

derivadas de tejido adiposo transdiferenciadas en cultivos bidimensionales a 

las estirpes osteogénica, condrogénica, adipogénica y neurogénica, pone de 

relieve la presencia de marcadores histoquímicos específicos de cada una de 

dichas estirpes, lo que confirma el carácter ortotípico de la transdiferenciación, 

si bien existen diferencias en relación con el porcentaje de células 

transdiferenciadas y la cronología de la transdiferenciación.  

5. El análisis histológico e histoquímico de las células humanas mesenquimales 

derivadas de tejido adiposo transdiferenciadas en cultivos tridimensionales 

basados en biomateriales de fibrina y agarosa a las estirpes osteogénica, 

condrogénica, adipogénica y neurogénica, pone de relieve la presencia de 

marcadores histoquímicos específicos de cada una de dichas estirpes, lo que 

confirma la naturaleza ortotípica del tejido transdiferenciado, si bien existen 

diferencias en los distintos tejidos en relación con el porcentaje de células 

transdiferenciadas y la cronología de la transdiferenciación.  
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6. El estudio comparado de la transdiferenciación de las células mesenquimales 

humanas derivadas de tejido adiposo en cultivos bidimensionales y 

tridimensionales basados en biomateriales de fibrina y agarosa hacia las 

estirpes osteogénica, condrogénica, adipogénica y neurogénica, pone de 

relieve la eficacia del proceso de transdiferenciación en ambos modelos, si bien 

la transdiferenciación osteogénica, adipogénica y neurogénica alcanza mayor 

eficacia en el modelo tridimensional. 

7. El análisis de expresión génica mediante microarray de la células 

mesenquimales humanas derivadas de tejido adiposo transdiferenciadas a las 

estirpes osteogénica, condrogénica, adipogénica y neurogénica, pone de 

relieve la expresión de funciones génicas vinculadas con el fenotipo de cada 

una de las estirpes. Dicha expresión se correlaciona con la identificación de los 

marcadores histológicos e histoquímicos identificados asimismo en cada una 

de ellas. 
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