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1. CÉLULAS MADRE, TRONCALES O “STEM CELLS” 
 

1.1 Características de las células madre, troncales o “stem cells” 
A pesar de su diferente origen tisular y ontogénico, todas las células 

madre comparten dos características comunes, si bien pueden expresarlas en 

distintos grados (Liew et al., 2005): 

- Capacidad de auto-renovación: las células madre tienen capacidad para 

perpetuarse, mediante divisiones mitóticas simétricas que originan células 

hijas, de características similares a la célula progenitora. A través de este 

proceso, una célula madre puede proliferar para dar lugar a la expansión de 

un clon. Igualmente, un conjunto limitado de células madre, en el seno de 

un determinado tejido u órgano, puede mantener su número o incrementarlo 

ante necesidades homeostáticas cuando tales células estén participando en 

un proceso de regeneración tisular. Esta capacidad de auto-renovación es 

la que permite a las células madre mantener el clon indiferenciado durante 

largos periodos de tiempo, actuando de reservorio ante distintas 

necesidades fisiológicas/homeostáticas. 

- Pluripotencia: las células madre son pluripotentes, es decir, capaces de 

diferenciarse a múltiples linajes celulares bajo diferentes estímulos. 

Abandonan su estado indiferenciado y mediante un proceso de 

diferenciación, estrictamente regulado, dan lugar a múltiples linajes 

somáticos: células nerviosas, cardíacas, sanguíneas, etc, adquiriendo las 

características morfológicas y funcionales propias de estos tipos celulares. 

Esta propiedad, junto con su capacidad de proliferación ilimitada (regulada 

por un proceso de división simétrica o auto-renovación), es lo que convierte 

a las células madre en una fuente importante para la obtención de distintos 

tipos celulares. 
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Figura 1: Comportamiento de una célula madre tras una división asimétrica (Imagen tomada 

del BACM). 

 

La homeostasis de cualquier tejido adulto o embrionario se mantiene 

mediante un balance entre la proliferación y la diferenciación. Este balance está 

finamente controlado por una población celular (células madre) mínimamente 

representada. Las células madre se caracterizan por dos propiedades, como 

hemos indicado anteriormente (con independencia del tejido): pluripotencia y 

auto-renovación. Su capacidad de auto-renovarse les permite, a través de 

sucesivas mitosis simétricas, perpetuar el clon indiferenciado. Ante 

necesidades fisiológicas y/o patológicas, la célula madre desencadena un 

proceso de división asimétrica, por el que originan dos células hijas desiguales. 

Una célula hija es idéntica a la célula madre, mientras que la otra célula hija 

sufre el primer paso hacia la diferenciación (Figura 1). La diferenciación desde 

una célula madre hasta células maduras funcionales es un complejo proceso 

regulado a nivel molecular y condicionado por factores exógenos procedentes 

del ambiente celular. Mediante este proceso, las células madre van originando 

progenitores/precursores con distinto potencial en cuanto a su pluripotencia. 

Así, los progenitores van perdiendo su capacidad de auto-renovación y 

diferenciación con las sucesivas divisiones, convirtiéndose en células 

funcionales maduras (Sell, 2004; Menok y Sherley, 2001).  
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1.2  Tipos de células madre 
A grandes rasgos y de manera relativa podemos definir cuatro tipos de 

células madre en base a su descendente capacidad jerárquica (Figura 2) 

(García-Castro et al., 2007): 
-Célula madre totipotente: aquella célula capaz de crecer y formar un 

organismo completo donde se incluyen los componentes embrionarios, como 

son las tres capas embrionarias (endodermo, ectodermo y mesodermo), el 

linaje germinal, los tejidos que darán el saco vitelino, y los componentes 

extraembrionarios, como la placenta. Aún así, muchos autores consideran que 

la única célula totipotente es el zigoto (Sell, 2004). 
-Célula madre pluripotente: este tipo de célula no puede formar un organismo 

completo, pero puede formar cualquier tipo de célula proveniente de las tres 

capas embrionarias (Sell, 2004).  
-Célula madre multipotente: es aquella célula que en principio sólo puede 

originar tipos celulares de su propia capa o linaje embrionario de origen, por 

ejemplo, una célula madre sanguínea será capaz de originar de manera 

exclusiva diferentes tipos celulares maduros y funcionales hematopoyéticos 

(Sell, 2004).  
-Célula madre unipotente: célula capaz de dar lugar únicamente a un tipo de 

célula particular (Sell, 2004). 

  

Desde un punto de vista ontogénico, las células madre se pueden 

clasificar como (García-Castro et al., 2007) (Figura 2): 

-Célula madre embrionaria: la célula madre embrionaria (ESC, siglas inglesas 

de Embryonic Stem Cell) por excelencia es el zigoto, formado por la 

fecundación del óvulo por un espermatozoide. El zigoto es totipotente, es decir 

puede dar lugar a todas las células del feto y a la placenta. Según se va 

desarrollando el embrión, sus células van perdiendo esta propiedad 

(totipotencia) de forma progresiva, llegando a la fase de blastocisto que 

contiene células pluripotentes en la masa celular interna (ICM, siglas inglesas 

de Inner Cell Mass) de las cuales se derivan las ESCs capaces de 

diferenciarse en cualquier tejido embrionario. Algún trabajo reciente sugiere la 

capacidad de las ESCs de generar tejidos extraembrionarios como el 

trofoblasto (Moore et al., 2008). A medida que avanza el desarrollo embrionario 
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se forman diferentes poblaciones de células madre con una potencialidad de 

regenerar tejidos cada vez más restringida. 
-Célula madre neonatal: son las células madre procedentes de cordón 

umbilical y/o placenta. Muchos estudios han evidenciado la existencia de 

distintos tipos de células madre en cordón umbilical, convirtiéndose en una de 

las fuentes más aceptadas para la obtención de células con capacidad 

regenerativa de múltiples tejidos. La existencia de células madre 

hematopoyéticas en la placenta está siendo explorada por múltiples 

laboratorios (Steigman, 2007; Crisan, 2008). 
-Célula madre adulta: en un individuo adulto se conocen decenas de distintos 

tipos de células madre adultas (ASC, siglas inglesas de Adult Stem Cell) y 

progenitoras, que son las encargadas de regenerar tejidos en continuo 

desgaste como la piel, sangre, hígado, tejido nervioso, intestino, etc. Su 

capacidad  para generar células especializadas suele estar limitada a unos 

pocos linajes (Sell, 2004). 

 

 
Figura 2: Niveles de potencialidad de las células madre basado en el estado jerárquico y 

ejemplos de cada tipo (Imagen tomada del BACM). 

 
Otro tipo importante son las células madre fetales. Debido a la estricta 

regulación en nuestro país no prestamos mayor atención en este trabajo 

doctoral. Están presentes durante el desarrollo fetal (entre la semana 2-3 

postfecundación hasta el nacimiento). 
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1.3 ¿Qué son las ESCs? 
1.3.1 Primeros descubrimientos de las ESCs 

Desde que se obtuvieron los primeros cultivos de ESCs de ratón (mESC, 

siglas inglesas de Mouse Embryonic Stem Cells) derivadas de blastocistos en 

1981 (Evans y Kaufman, 1981; Martin, 1981), se sentaron las bases para el 

desarrollo de las metodologías necesarias que conducirían más tarde a generar 

ESCs humanas (hESCs, siglas inglesas de human embryonic stem cells) con 

características similares a las del ratón. Cuando en noviembre de 1998, el 

grupo estadounidense liderado por el Dr. James Thomson publicó los datos 

sobre la derivación de las primeras líneas de hESCs a partir de un blastocisto 

en fase de preimplantación, no sólo se abrió una puerta de esperanza para la 

curación de enfermedades hasta ahora incurables, sino también por el 

descubrimiento de una herramienta biológica sin precedentes para llevar a 

cabo investigación básica  (Thomson et al., 1998). Este grupo consiguió 5 

líneas de hESCs a partir de 14 ICMs mediante la técnica de inmunocirugía 

(Solter y Knowles, 1975), y utilizando un cultivo sobre fibroblastos embrionarios 

de ratón (MEFs, siglas inglesas de Mouse Embryonic Fibroblast). Todas las 

líneas de hESCs fueron caracterizadas mediante métodos fenotípicos y 

genotípicos en estudios funcionales in vitro e in vivo. 

  

1.3.2 Relevancia de las hESCs 
Las hESCs se postulan como una herramienta de enorme valor para la 

investigación básica dirigida hacia el screening de nuevos fármacos,  así como 

un modelo para estudiar la etiología de las enfermedades que tienen su origen 

durante la etapa prenatal, o como fuente futura de células con potencial en 

terapia de reemplazo (Menendez et al., 2006). Merece destacar que las hESCs 

son la única alternativa para estudiar los mecanismos celulares y moleculares 

que definen la especificación tisular durante el desarrollo embrionario humano. 

Los estudios sobre ESCs constituyen hoy en día uno de los temas más 

controvertidos en el campo de las ciencias biomédicas. Por una parte han 

logrado motivar a la comunidad científica, y además, han trascendido hasta el 

ámbito social, convirtiéndose en un objeto de atención generalizada. 
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1.4 Definición biológica de ESC 
1.4.1 Características esenciales de las ESCs 

Las características esenciales que permiten que una célula se defina como 

ESC se pueden reducir a las siguientes (Alonso-Bedate, 2003): 

1) Se derivan de células pluripotentes de la ICM del blastocisto. 

2) Son células diploides estables y poseen un cariotipo normal cuando se 

cultivan in vitro. Su variante transformada se conoce como células de 

carcinoma embrionario (hECCs, siglas inglesas de human embryonic 

carcinoma cells)  

3) Se pueden propagar de forma indefinida en el estado embrionario 

indiferenciado y por tanto son capaces de experimentar un número 

teóricamente ilimitado de divisiones mitóticas simétricas sin 

diferenciarse. 

4) Se pueden diferenciar de forma espontánea para dar lugar a múltiples 

células que representan las tres capas de células germinales 

embrionarias (endodermo, mesodermo y ectodermo). 

5)  Se pueden diferenciar tanto si son transplantadas a un embrión 

temprano como a uno tardío, es decir, capaces de integrarse en todos 

los tejidos fetales durante el desarrollo. Es decir, son capaces de 

generar quimeras, si bien dichas quimeras son sólo aprobadas 

éticamente con mESCs. 

6) Se pueden diferenciar in vitro de forma dirigida en las condiciones 

apropiadas. 

Aunque todos estos requisitos son necesarios para definir con precisión 

el carácter pluripotente de una ESC, los elementos esenciales se pueden 

reducir a dos: que las ESC se puedan cultivar in vitro y que se puedan expandir 

de forma indefinida in vitro manteniendo el carácter indiferenciado 

característico de las células de las que originalmente se derivaron.  

 

1.5 Naturaleza y origen de las ESCs 
 
1.5.1 Fecundación del ovocito 
 El desarrollo embrionario en un organismo animal comienza cuando una 

célula reproductora femenina es fecundada por una célula reproductora 
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masculina. El zigoto originado contiene la información genética necesaria para 

todo el proceso del desarrollo embrionario (Figura 3). En mamíferos, este 

proceso es bastante lento, cuando lo comparamos con la mosca Drosophila 

melanogaster, la cual, 24 horas tras la fecundación, forma una larva de vida 

libre con más de 60.000 células organizadas en diferentes tejidos. En ese 

tiempo, el embrión de un ratón está todavía en el estadio de dos células, siendo 

la división, mucho más lenta (López-Guerrero, 2003). 

 

 
Figura 3: Proceso de fecundación de un ovocito por parte de un espermatozoide (Imagen 

tomada de www.academiavita.org) A) Llegada del espermatozoide a las células del cúmulo; B) 

Contacto del espermatozoide con la zona pelucida; C) El espermatozoide atraviesa la zona 

pellucida; D) La cabeza del espermatozoide anida dentro del ovocito. 

 
1.5.2 Segmentación del embrión 
 Uno de los principales resultados de la fecundación es el inicio de la 

segmentación. Cuando el zigoto ha llegado al periodo bicelular, experimenta 

una serie de divisiones mitóticas que producen un incremento simétrico del 

número de células. Estas células, que se tornan más pequeñas con cada 

división de segmentación, se denominan blastómeras (Figura 4), y hasta la 

etapa de 8 células están agrupadas en forma poco compacta (Veeck, 1999; 

Sadler, 2004). 
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Figura 4: Ejemplos de embriones humanos en división (Imagen modificada de Veeck, 1999). 

Se muestran embriones en día +2 y día +3 postinseminación con distintos grados de división 

celular. 

 

1.5.3 Compactación del embrión 
Sin embargo, después de la tercera segmentación, el contacto de las 

blastómeras entre sí es máximo formando una estructura multicelular compacta 

donde las blastómeras se mantienen juntas por medio de uniones tipo gap. 

Estas uniones comunican dos células entre sí y permiten que iones y pequeñas 

moléculas difundan entre las células. Este proceso, denominado compactación, 

separa a las células internas, que se comunican ampliamente por medio de 

uniones en hendidura, de las células situadas en el exterior. Las células del 

embrión compactado vuelven a dividirse para formar una mórula de 16 células 

(Figura 5) (Veeck, 1999; Sadler, 2004). 

 

 
Figura 5: Ejemplos de embriones humanos en estadio de compactación (Imagen tomada del 

BACM). Se puede apreciar como las estrechas uniones que se forman entre las células 

impiden apreciar células individuales, dando un aspecto compacto de contornos al embrión. 

 

Día+2 Día+3
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1.5.4 Formación del blastocisto 

Las células centrales de la mórula constituyen la ICM, y la capa 

circundante de células forma la masa celular externa (ECM, siglas inglesas de 

external cell mass) La ICM origina los tejidos del embrión propiamente dicho y 

la ECM forma el trofoblasto, que más tarde contribuirá a formar la placenta. El 

trofoblasto juega un doble papel: por un lado da soporte estructural, y por otro 

ofrece los nutrientes necesarios para el desarrollo del embrión. Llega un 

momento en el cual la mórula comienza a recibir líquido por la zona pelucida 

hacia los espacios intercelulares de la ICM. Poco a poco los espacios 

intercelulares confluyen y, por último, se forma una cavidad única, denominada 

blastocele o cavidad del blastocisto. En esta etapa, el embrión recibe el nombre 

de blastocisto (Figura 6). Las células de la ICM, que en esta fase se denomina 

embrioblasto, están situadas en un polo, y las de la ECM, o trofoblasto, se 

aplanan y forman la pared epitelial del blastocisto (Sadler, 2004). 

 

 
Figura 6: Ejemplo de blastocisto humano donde se detallan las diferentes partes del mismo 

(Imagen tomada del BACM). 

 
1.5.5 Origen de los embriones utilizados para la derivación de ESCs 

En el caso de un modelo animal, como por ejemplo el de ratón, los 

embriones son obtenidos mediante el lavado de los oviductos de hembras de 3 

a 6 meses de edad (Evans y Kauffman, 1981; Martin, 1981). 

En el caso de embriones humanos tenemos que recurrir a las técnicas 

de reproducción asistida (Steptoe y Edwards, 1978). Estas técnicas 

representan uno de los mayores avances experimentados en las últimas 

décadas por la medicina. Hoy en día se utilizan para el tratamiento de 

diferentes causas de esterilidad e infertilidad, tanto de origen femenino como 
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masculino. Conseguir un embarazo mediante estas técnicas precisa de una 

gran coordinación y esfuerzo entre los clínicos y el laboratorio de embriología.  

La clave del éxito de un programa de FIV reside en administrar un 

adecuado tratamiento hormonal a cada  paciente por parte de los ginecólogos, 

y en saber seleccionar acertadamente en el laboratorio los embriones más 

adecuados para la transferencia, que son aquellos en los que se sospecha un 

elevado poder de implantación. El problema es que para poder obtener unas 

tasas de éxito aceptables, y que no suelen superar el 50%, es necesario 

estimular hormonalmente a la mujer lo suficiente para obtener una amplia 

batería de embriones, donde poder elegir los de mejor calidad para la 

transferencia al útero. El destino de los embriones sobrantes, que son 

descartados para la transferencia, es principalmente la crioconservación en 

nitrógeno líquido para futuro uso de la pareja, donación a otras parejas, 

donación a la investigación, o destrucción. Dependiendo de la legislación del 

país, estos embriones podrían tener los mismos destinos sin necesidad de 

crioconservarlos (Bjuresten y Hovatta, 2007). Estos temas legislativos se 

explican en la última parte de esta introducción.  

 

1.5.5.1. Técnicas de reproducción asistida. Fecundación in vitro (FIV). 
Como paso previo a la selección embrionaria, el embriólogo debe 

obtener y seleccionar los gametos de mejor calidad (día 0): 

 

- Obtención del gameto femenino: Se realiza mediante aspiración con 

aguja y soporte fijador a la sonda vaginal del ecógrafo. Los folículos 

ováricos se pinchan de manera que el líquido folicular resultante se va 

depositando en tubos especiales. Una vez llenos los tubos, éstos se 

transportan hasta el laboratorio para que el embriólogo localice los 

ovocitos recuperados con la ayuda de un estereomicroscopio. Los 

ovocitos se colocan en medio de cultivo y se mantienen en un incubador 

a 37º C y 5% CO2 (Figura 7) (Mínguez et al., 2000). 
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Figura 7: Esquema de la aspiración folicular efectuada en el quirófano de una clínica FIV 

(Imagen tomada de Mínguez et al., 2000) 

 

- Obtención del gameto masculino: La muestra de semen se recoge por 

masturbación en un frasco de plástico estéril, o también se pueden 

obtener los espermatozoides mediante biopsia testicular. Con ayuda de 

un microscopio óptico se visualiza la muestra y se evalúa concentración, 

movilidad y morfología espermática. Los espermatozoides de mejor 

calidad se recuperan mediante técnicas de capacitación espermática 

(Figura 8) (Mínguez et al., 2000). 
 

 
Figura 8: Espermatozoides humanos (Imagen obtenida de www.kalipedia.com) 

 

- Técnicas de FIV: 
a.- FIV convencional: se inseminan los ovocitos con un volumen de 

aproximadamente 100.000 espermatozoides capacitados (Figura 9).  
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Figura 9: Imagen representativa de FIV convencional (Imagen tomada del BACM). 

 
b.- Inyección intracitoplasmática de espermatozoide (ICSI, siglas 
inglesas de intracitoplamic spermatozoa injection): Cada ovocito es 

microinyectado introduciendo un único espermatozoide capacitado elegido 

por el embriólogo (Figura 10). 

 

 
Figura 10: Ejemplo de un ovocito humano inseminado mediante la técnica de ICSI (Imagen 

tomada de Veeck, 1999) 
 

Estas técnicas se realizan en un máximo de 4-5 horas después de la 

punción folicular. 

A las 17-20 horas de la inseminación o microinyección, se procede a la 

valoración de la fecundación (día +1), que supone la fusión del espermatozoide 

y el ovocito para producir una nueva entidad genética conocida como zigoto. 

En la etapa final de la fecundación se forman los pronúcleos (PN) a partir de la 

cromatina del espermatozoide y del ovocito (PN femenino y PN masculino) 

(Veeck, 1999).  
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Figura 11: Zigoto humano con presencia de dos PN y dos corpúsculos polares (Imagen 

modificada de Veeck, 1999) 

 

Los criterios prácticos para evaluar la fecundación son (Figura 11): 

- La presencia de 2 PN entre 17-20 horas después de la inseminación. 

- La visualización de 2 corpúsculos polares en el espacio perivitelino. 

A partir de este momento comienza la etapa de división temprana o 

segmentación y evolución al estadio de blastocisto descrita en el apartado 

anterior. 

 

1.5.6 Derivación de ESCs 
 En los programas de FIV, la calidad de los embriones y blastocistos es 

uno de los factores más importantes en la determinación de las tasas de 

implantación y de embarazo (Dokras et al., 1993; Richter et al., 2001; Moriwaki 

et al., 2004; Kovacic B et al., 2004). Debido a que las ESCs son derivadas 

principalmente de la ICM de blastocistos expandidos, una buena clasificación 

de estos es también importante para poder buscar una tasa de derivación 

aceptable. Además, la clasificación de calidad embrionaria es muy importante a 

la hora de decidir el método de aislamiento de la ICM más adecuado (Kim et 

al., 2005). Existen bastantes criterios de clasificación tanto de embriones como 

de blastocistos, tanto a nivel internacional (Gardner et al., 1998; Veeck et al., 

2003; Moriwaki et al., 2004), como en España (ASEBIR, 2007). En estas 

clasificaciones se evalúa la correcta fertilización de los zigotos, el aspecto de 

los PN, el ritmo de división de los embriones, el aspecto de las blastómeras y 
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de la zona peluzida, el grado de fragmentación del embrión. Además, estas 

clasificaciones también se centran en la calidad de los blastocistos, teniendo en 

cuenta tanto el aspecto de las células del trofoectodermo, como el tamaño y 

aspecto de la ICM. Esta última característica es la que más se tendría en 

cuenta en el proceso de derivación de ESCs. La tasa de éxito en la derivación 

de hESCs sigue siendo extremadamente baja actualmente, necesitándose un 

gran número de embriones para poder derivar líneas de ESCs establecidas y 

caracterizadas, sobre todo cuando los embriones a los que se puede optar son 

los sobrantes de las técnicas de reproducción asistida, y que, por tanto, no 

fueron prioritarios a la hora de realizar la transferencia. Este hecho ha dado 

lugar a que muchos grupos de investigación inmersos en la derivación de 

hESCs utilizando tanto embriones frescos como congelados, comiencen a 

tener en cuenta la calidad embrionaria de estos preembriones (Zhang et al., 

2006; Lerou et al., 2008).  

Como  hemos dicho anteriormente, para poder obtener ESCs tenemos 

que aislar las células de la ICM. Para realizar esta operación existen diferentes 

tipos de técnicas.  

Por un lado está el cultivo directo del blastocisto sobre la superficie de 

cultivo elegida (Kim et al., 2005). Se trata del método más empleado en la 

actualidad. Así, tanto las células del trofoectodermo, como las de la ICM se 

adhieren a dicha superficie (Figura 12). Pasados unos días, los dos tipos 

celulares sufren un sobrecrecimiento, y mecánica o enzimáticamente se aisla la 

ICM. Con este método se evita el uso de componentes de origen animal 

(xenobióticos). Además, se trata de una metodología eficaz cuando la ICM es 

claramente distinguible. Pero existe una desventaja debido al riesgo de perder 

la ICM en embriones de mala calidad debido al sobrecrecimiento de las células 

del trofoectodermo (Tabla 1).  

Otro método de aislamiento de la ICM es la inmunocirugía (Solter y  

Knowles, 1975), muy empleado por los distintos grupos de investigación 

durante años debido a su alto nivel de eficacia, pero que está en desuso debido 

a que los medios utilizados contienen componentes xenobióticos, con el riesgo 

de contaminación cruzada (Tabla 1). Consiste en tratar los blastocistos con 

Antihuman whole-serum antibody (Sigma, St. Louis, MO). Se incuba durante 30 

minutos a 37ºC y 5% de CO2. Se lavan y se tratan con Guinea-pig (Sigma) 
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durante otros 30 minutos, diluido con gelatina a 37º C y 5% de CO2. De esta 

manera el trofoectodermo es lisado debido a la acción de los anticuerpos. La 

ICM es colocada sobre la superficie de crecimiento elegida (Figura 13).  

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12: Aislamiento de la ICM utilizando un método de cultivo directo utilizando un 

blastocisto murino (Imagen tomada de Kim et al.,  2005). A) Un blastocisto humano de mala 

calidad ha sido tratado con pronasa para eliminar la zona pelucida y es transferido a una 

superficie de MEFs. B) Tras 7 días de cultivo, pudo diferenciarse una ICM redondeada de las 

células diferenciadas del trofoectodermo. La flecha gruesa indica la ICM tras 7 días de cultivo. 

La estrella indica la zona de trofoectodermo con células diferenciadas. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 13: Aislamiento de la ICM utilizando el método químico de inmunocirugía (Imagen 

tomada de Kim et al., 2006). A) Un blastocisto con buena calidad, donde se distingue la ICM 

fue tratado con pronasa para disolver la zona pelucida. Dicho blastocisto, ahora carente de 

zona pelucida fue trata con “anti-human whole antibody “ y con “guinea pig complement”. B) El 

trofoectodermo se lisó tras el tratamiento con estos anticuerpos. C) El trofoectodermo lisado fue 

cuidasomente separado de la ICM mediante pipeteo. D) La ICM, completamente separada del 
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trofoectodermo, fue entonces transferida a una placa de cultivo con MEFs. E) Tras 7 días de 

cultivo, pudo diferenciarse una ICM redondeada de las células diferenciadas del 

trofoectodermo. La flecha amarilla delgada indica la localización de la ICM. Los asteriscos 

indican el trofoectodermo lisado. La flecha gruesa indica la ICM tras 7 días de cultivo. La 

estrella indica la zona de trofoectodermo con células diferenciadas. 

 

Existen otros métodos mucho menos extendidos, como los mecánicos, 

bien por micromanipulación, (Bongso et al., 1994) (Figura 14), o por empleo del 

disector láser (Figura 15). El método mecánico consiste en aislar 

mecánicamente la ICM mediante el uso de un sistema de micromanipulación 

utilizando una pipeta de micromanipulación fina y la ICM aislada es colocada 

sobre la superficie de crecimiento elegida. Este método tiene como ventajas 

que se evita el uso de componentes xenobióticos, siendo una metodología 

eficaz cuando la ICM es claramente distinguible. Sin embargo, esta técnica 

tiene como desventajas el excesivo tiempo y trabajo empleado, y que no es 

aplicable en blastocistos de mala calidad (Tabla 1).  

El empleo del láser es un nuevo método de aislamiento mecánico de la 

ICM probado en modelo murino por varios grupos, dando buenas tasas de 

derivación de mESCs (Tanaka et al., 2006), e incluso ya demostrado en 

humanos (Turetsky et al., 2008). Consiste en ir aplicando disparos de láser a 

las células del trofoblasto destruyéndolas, siendo solamente las células de la 

ICM las que se adhieren a la superficie de cultivo elegida (Figura 15). Las 

ventajas de este método son la no utilización de componentes xenobióticos. Es 

una metodología eficaz cuando la ICM es claramente distinguible y se trata de 

una técnica de mayor facilidad frente a la pipeta de micromanipulación (Tabla 

1). 
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Figura 14: Aislamiento de la ICM utilizando un método mecánico (Imagen tomada de Kim et al., 

2006). A) El blastocisto ha sido tratado con pronasa para eliminar la zona pelucida. B) La 

región donde está localizada la ICM es aislada con la ayuda de un a aguja de cristal a lo largo 

de la línea indicada. C) La porción donde se encontraba la ICM fue localizada y transferida a 

una placa de cultivo con MEFs. D) Tras 7 días de cultivo, pudo diferenciarse una ICM 

redondeada de las células diferenciadas del trofoectodermo. Las flechas delgadas indican la 

ICM. La flecha gruesa indica la ICM tras 7 días de cultivo. La estrella indica la zona de 

trofoectodermo con células diferenciadas. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15: Aislamiento de la ICM utilizando un disector láser utilizando un blastocisto murino 

(Imagen tomada de Tanaka et al., 2006). A) Blastocisto sujeto con dos pipetas de sujeción con 

la ICM posicionada a las 9 según un reloj. B) Blastocisto tras primeros disparos de láser aún 

manteniendo la zona pelucida. C) Blastocisto tras impacto de láser una vez liberado de la zona 

pelucida. D) Fragmentos de blastocisto resultantes. Las flechas negras de B y C indican el 

lugar de impacto del láser. La flecha blanca indica el fragmento de blastocisto que contiene la 
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ICM. La flecha amarilla indica el fragmento de blastocisto que contiene las células del 

trofoectodermo. 

 

Debido a la controversia ético-social que envuelve a las hESCs respecto 

a la destrucción de embriones humanos en el proceso de derivación,  y de la 

cual hablaremos más adelante, se ha desarrollado un nuevo método de 

derivación, donde se obtienen hESC a partir de una sola blastómera del 

embrión (Chung et al., 2006; Klimanskaya et al., 2006). Mediante esta técnica 

se realiza la biopsia de una sola blastómera de un embrión en estadio de 

células, sin que el embrión sea destruido (Figura 16). La blastómera es 

colocada directamente sobre la superficie de cultivo elegida (Tabla 1). 

La morfología de las células y el aspecto y estructura de las colonias 

presenta ciertas características específicas en función del tipo de célula troncal 

de que se trate. Típicamente, las mESCs tienden a formar agregados 

redondeados, con varias capas de grosor (Figura 17), mientras las hESCs 

suelen formar colonias en monocapa (Figuras 18). 
 

 
Figura 16: Derivación de hESC a partir de blastómeras aisladas (Imagen tomada de 

Klimanskaya et al., 2006). A) Biopsia de una sola blastómera. B) Desarrollo de un embrión que 

ha sido biopsiado hasta el estadio de blastocisto liberado de la zona peluzida (hatching). C, D) 

Colonia primaria a partir de una sola blastómera y donde se demuestra la positividad para la 

proteína verde fluorescente (GFP, siglas inglesas de Green Fluorescent Protein). La flecha 

indica la colonia primaria. El mismo campo está mostrado tanto en contraste de fases (C) y 

fluorescencia (D). E) Morfología típica de colonias de hESC derivadas a partir de una sola 

blastómera. 
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Figura 17: Ejemplo representativo de una colonia de mESCs (Imagen tomada de Tanaka et al., 

2006). 

 
 
Figura 18: Ejemplo representativo de una colonia de hESCs (Imagen tomada del BACM). 
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Tabla 1: Esquema con las características principales, ventajas e einconvenientes de los 

métodos de derivación más frecuentemente usados. 

MÉTODO DE 
DERIVACIÓN METODOLOGÍA VENTAJAS INCONVENIENTES 

QUÍMICO 
(INMUNOCIRUGÍA) 

- Disolución de la zona 
pelúcida   
- Se tratan los 
blastocistos con 
Antihuman whole-
serum antibody y 
Guinea-pig. De esta 
manera el 
trofoectodermo es 
lisado debido a la 
acción de los 
anticuerpos. 
- La ICM es colocada 
sobre la superficie de 
crecimiento elegida 

- Metodología eficaz - Uso de componentes 
de origen animal con 
alto riesgo de 
xenocontaminación 
cruzada. 

CULTIVO DIRECTO 
BLASTOCISTO 

- Disolución de la zona 
pelúcida 
-El blastocisto es 
colocado sobre la 
superficie de 
crecimiento elegida. 

- Se evita el uso de 
componentes 
xenobióticos. 
- Metodología eficaz 
cuando la ICM es 
claramente 
distinguible. 

- Riesgo de perder la 
ICM en embriones de 
mala calidad debido al 
sobrecrecimiento de 
las células del 
trofoectodermo. 

CULTIVO DIRECTO DE 
UNA SOLA 

BLASTÓMERA 

- Biopsia de una sola 
blastómera de un 
embrión en estadio de 
células. 
- La blastómera es 
colocada sobre la 
superficie de 
crecimiento elegida. 

- Se evita el uso de 
componentes 
xenobióticos. 
- Se evita la 
destrucción del 
embrión. 

- Metodología no 
eficaz 
- El embrión resultante 
conlleva 
connotaciones éticas 
discutibles 

MECÁNICO 
(MICROMANIPULA-

CIÓN) 

- La ICM es aislada 
mecánicamente 
mediante el uso de un 
sistema de 
micromanipulación 
utilizando una pipeta 
de micromanipulación 
fina. 
- La ICM aislada es 
colocada sobre la 
superficie de 
crecimiento elegida.  

- Se evita el uso de 
componentes 
xenobióticos. 
- Metodología eficaz 
cuando la ICM es 
claramente 
distinguible. 

- Método de 
derivación que 
entraña bastante 
tiempo y trabajo. 
- No aplicable en 
blastocistos de mala 
calidad. 

MECÁNICO (LÁSER) 

- La ICM es aislada 
mecánicamente 
mediante el uso de un 
sistema de 
micromanipulación y 
un disector láser que 
destruye las células 
del trofoectodermo. 
- La ICM aislada es 
colocada sobre la 
superficie de 
crecimiento elegida. 

- Se evita el uso de 
componentes 
xenobióticos. 
- Metodología eficaz 
cuando la ICM es 
claramente 
distinguible. 
- Mayor facilidad 
frente a la pipeta de 
micromanipulación. 

- No aplicable en 
blastocistos de mala 
calidad. 

 
 
 

 



39 

1.5.7. Sistemas actuales de cultivo de hESCs 
 Originalmente, las hESCs fueron derivadas en un medio que contenía 

suero, utilizando además una monocapa de fibroblastos, tanto de origen animal 

(MEFs), que secretaba factores esenciales para el mantenimiento del estado 

de indiferenciación de las hESCs (Thomson et al., 1998). Sin embargo, este 

suero es una mezcla compleja de proteínas de composición desconocida, 

donde el 99% es albúmina (Bendall et al., 2007). Sería deseable solucionar ese 

problema mediante el uso de un sistema de cultivo sin células alimentadoras 

(feeders) y utilizando un medio de composición proteica conocida para 

minimizar la variabilidad en las condiciones de cultivo que afectan al 

crecimiento adecuado de las hESCs. Además, desde un posible punto de vista 

terapéutico futuro, es importante que las hESCs sean derivadas y mantenidas 

bajo condiciones libres de componentes xenobióticos (Rao y Zandstra, 2005). 

 El primer cultivo de hESCs libre de fibroblastos se realizó utilizando 

medio condicionado por los factores secretados por MEFs y creciendo sobre un 

soporte de MatrigelTM o placas con laminina (Xu et al., 2001). MatrigelTM en una 

mezcla compleja con origen en sarcoma murino y que contiene proteínas de la 

matriz extracelular, mayoritariamente laminina, colageno IV, proteoglicanos y 

entactina. El suero animal fue reemplazado por un nuevo medio más definido 

llamado Knockout Serum Replacement (SR) que contiene componentes tales 

como la insulina, transferrina y albúmina bovina rica en lípidos (Price et al., 

1998). Todos estos hallazgos buscaban un aspecto importante que hay que 

tener muy en cuenta durante el cultivo de hESCs. Se trataba de que las células 

que se utilizaban como soporte de hESCs podían producir  factores que 

promueven o prolongan el mantenimiento de la hESC. Un ejemplo de este 

hecho fue el mantenimiento de hESCs utilizando una matriz de fibronectina y 

medio con SR pero no condicionado por MEFs o fibroblastos humanos (HFs, 

siglas inglesas de human embryonic fibroblasts), suplementado además con 

factor básico de crecimiento fibroblástico (bFGF, siglas inglesas de Basic 

Fibroblast Growth Factor) y el factor de crecimiento transformante-β1 (TGF-β1, 

siglas inglesas de Transforming growth Factor) (Amit et al. 2004). Actualmente, 

se considera indispensable el suplemento de cualquier medio de cultivo para 

hESCs con bFGF, (Bendall et al., 2007). Este estudio ha demostrado que la 

molécula bFGF actúa sobre células accesorias (las que necesita la célula 
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madre para vivir). El bFGF actúa a su vez sobre la célula madre evitando que 

ésta se diferencie en alguno de los 200 tipos de células especializadas del 

organismo, lo que permite al investigador conservar en el laboratorio el material 

biológico en el estado adecuado y el tiempo necesario hasta destinarlo a 

aplicaciones futuras. Las hESCs han sido también mantenidas en estado 

indiferenciado en placas con MatrigelTM utilizando medio no condicionado 

suplementado con altas concentraciones de bFGF (Wang et al., 2005), una 

combinación de noggin, un antagonista de la proteina morfogénica de hueso, 

(BMP, siglas inglesas de Bone Morphogenic Protein) y bFGF (Xu et al., 2005), 

o mediante una combinación de factor de crecimiento de queratinocitos (KGF, 

siglas inglesas de Keratinocyte Growth Factor), nicotinamida y activina A 

(Beattie et al., 2005). Sin embargo, con el uso de estos componentes no 

eliminamos el problema de utilizar componentes de origen no humano. La 

solución a este problema sería el uso de HFs junto con suero humano 

(Richards et al., 2002). Estos HFs pueden proceder de distintas fuentes como 

músculo fetal, piel fetal (Richards et al. 2002), prepucio neonatal (Hovatta et al., 

2003), piel adulta y músculo adulto (Richards et al., 2003), células estromales 

de la médula ósea (Cheng et al., 2003), células uterinas endometriales adultas 

y fibroblastos embrionarios (Lee et al., 2004), e incluso  células antólogas 

procedentes de hESCs ya establecidas (Stojkovic et al., 2005). Muy 

recientemente, las hESCs se han mantenido y diferenciado a células 

hematopoyéticas utilizando células del estroma derivadas a partir de nichos 

hematopoyéticos (Ledran et al., 2008), lo que podría abrir unas buenas 

expectativas respecto a la derivación de hESCs utilizando como soporte 

distintos tipos de células mesenquimales (MSCs, siglas inglesas de 

Mesenchymal Stem Cells). Las MSCs son células de origen mesodérmico con 

morfología fibroblastoide. Durante el desarrollo embrionario estas células están 

muy ligadas al desarrollo de la hematopoyesis. Son células estromales, es 

decir, tienen un papel de soporte celular y apoyo nutricional a otras células de 

su entorno mediante la producción de distintos morfógenos y moléculas clave 

para que se produzca la proliferación y diferenciación de determinadas células 

(homing). Es el caso de Sonic hedgehog, distintos componentes de la vía de 

señalización de Wnt, Notch, BMP (Schaffler and Buchler, 2007; Ucelli et al, 

2008). 



41 

1.5.8. Factores extracelulares que regulan la capacidad de auto-
renovación de las hESCs. 
 El estado indiferenciado de las hESCs puede ser mantenido por factores 

extracelulares proporcionados por las proteínas de la matriz extracelular (EM, 

siglas inglesas de Extracelular Matrix), tales como la laminina, así como 

factores añadidos de manera exógena que pertenecen a las familias de TGF-

β1 y bFGF, descritos anteriormente (Rao y Zandstra, 2005). 

 Además, se ha descubierto que las principales propiedades de las 

células madre, como son la auto-renovación y la puripotencia no son 

autónomas de este tipo de células, sino que forman parte del control externo a 

partir del microambiente que define el nicho de células madre (Scadden, 2006). 

En cambio, parece ser que las ESCs pueden ser una excepción, ya que este 

tipo de células madre son separadas de su microambiente blastocitario y son 

cultivadas in vitro durante un tiempo prolongado. Recientemente se ha 

demostrado, usando experimentos proteómicos, que un soporte celular 

fibroblástico actúa como un nicho para promover la producción del factor de 

crecimiento de la insulina (IGF, siglas inglesas de Insulin-like Growth Factor), 

del cual el IGF-II fue el mejor representado (Bendall et al., 2007). Este 

compuesto tiene un papel importante en la supervivencia y capacidad de auto-

renovación de las hESCs, ya que tiene un papel regulador en el desarrollo 

preimplantacional y embrionario (Kauma, 2000). 

  

1.5.9. Propiedades del Y-27632 (iROCK), un inhibidor específico de las 
quinasas asociadas a Rho. 
 Las funciones de la proteína Rho como un interruptor molecular de 

varios procesos celulares se llevan a cabo mediante un proceso de 

fosforilación-desfosforilación entre su forma inactiva (GDP-ligando) y la activa 

(GTP-ligando) (Ishizaki et al., 2000). Los estudios realizados sobre este 

mecanismo han identificado varias acciones celulares de Rho. Estas acciones 

incluyen la regulación de los procesos de estímulo-inducción entre la células y 

el sustrato respecto a adhesión y movilidad, retracción celular, citocinesis, 

sensibilización al Ca2+ del músculo estriado en el proceso de contracción, así 

como también es rescatable su papel en la progresión de la fase G1 a la S en el 

ciclo celular, la transformación celular y la trascripción celular (Narumiya, 1996). 
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 Algunas proteínas han sido aisladas como supuestos efectores de Rho 

según su interacción selectiva con el GTP-ligando que forma Rho. Estas 

proteínas incluyen a las quinasas asociadas a Rho mediante serina/treonina 

(ROCK, siglas inglesas de Rho-associated coiled-coil forming protein 

serine/threonine kinase) (Ishizaki et al., 2000). Esta familia de quinasas está 

concretamente envuelta en la formación de fibras de actina y adhesiones 

focales (Leung et al., 1996; Amano et al., 1997; Ishizaki et al., 1997), y en la 

regulación de la actividad fosfatasa de la miosina (Kimura et al., 1996). Para 

poder inhibir a esta familia de quinasas de ROCK, se han elaborado 

sintéticamente nuevos compuestos, como el Y-27632 (Uehata et al., 1997). Se 

vio como este compuesto inhibía la contracción inducida agonista tanto 

vascular como bronquial del músculo estriado a través de la inhibición de los 

mecanismos de sensibilización al Ca2+ durante la contracción del músculo 

estriado. 

 Actualmente, dentro de la investigación con hESCs, se ha observado 

una baja tasa de supervivencia tras los procesos de disociación celular, lo que 

supone un obstáculo a la investigación, sobre todo en los procesos de 

subclonaje. Esto es debido a problemas encontrados en las hESCs como su 

alta vulnerabilidad a entrar en apoptosis. En un esfuerzo por solucionar el 

problema de la apoptosis en cultivos celulares con hESCs, se han examinado 

los efectos de varios inhibidores de la caspasa, factores de crecimiento, 

factores tróficos e inhibidores de las quinasas. De todos los inhibidores 

testados, el Y-27632 fue el inhibidor más potente de la apoptosis (Watanabe et 

al., 2007), aunque aún no está muy claro el papel que juega ROCK en la 

apoptosis (Riento y Ridley, 2003). Recientemente, se ha encontrado una nueva 

aplicación del iROCK en el campo de las hESCs. Se ha demostrado que el 

iROCK mejora la tasa de supervivencia de las hESCs en el proceso de 

congelación y descongelación, donde hasta la fecha se perdían o diferenciaban 

muchas células utilizando los procesos de congelación lenta, el uso de 

dimetilsulfoxido (DMSO), o la vitrificación (Martin-Ibañez et al., 2008; Li et al., 

2008, 2009). 
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2. CARACTERIZACIÓN DE LAS ESCs 
 
2.1 Criterios de caracterización de ESCs 
 Los criterios tradicionalmente empleados para demostrar 

pluripotencialidad de las ESCs están basados en tres tipos de experimentos 

(Martin, 1981): i) la formación de quimeras donde las ESCs contribuyen a 

formar todos los tejidos del organismo, ii) la observación de que las ESCs se 

diferencian in vitro de forma espontánea y dirigida, y iii) la formación de 

teratomas tras la inyección de ESCs en animales adultos.  

Además, existen multitud de marcadores moleculares, genéticos e 

inmunofenotípicos que distinguen a las ESCs. 

  

2.1.1 Marcadores característicos de estado indiferenciado 

 Aunque no parece que exista duda de que las ESCs aisladas de 

blastocistos tengan capacidad pluripotente, la cuestión importante está en 

saber si también las líneas celulares que crecen permanentemente en cultivo 

retienen sus características iniciales. La presencia o ausencia de marcadores 

específicos indica si las ESCs en cultivo permanecen o no en el estado 

indiferenciado.  

 Un gran número de marcadores de superficie están siendo usados 

actualmente para caracterizar ESCs, incluyendo varios glucolípidos y 

glucoproteínas que fueron identificados originalmente en hECCs o en 

embriones en estadio preimplantacional (Hoffman y Carpenter, 2005). En el 

caso de las hESCs estos marcadores son el SSEA-3, el SSEA-4, el TRA-1-60, 

y el TRA-1-81 (Andrews et al., 1984). Las hESCs también expresan antígenos 

de superficie tales como CD133, c-kit (CD117), flt3 (CD135) y CD9 (Kaufman et 

al., 2001; Carpenter et al., 2004). Los estudios de evaluación de la estabilidad 

de hESCs han indicado que la expresión de estos marcadores específicos de 

membrana se mantiene tras cultivo prolongado utilizando cualquier tipo de las 

superficies de crecimiento descritas anteriormente (Amit et al., 2000; Richards 

et al., 2002; Rosler et al., 2004), utilizando medio de cultivo libre de suero 

conteniendo una combinación de factores de crecimiento, el TGF-β1, el bFGF, 

y el factor inhibidor de la leucemia  (LIF, siglas inglesas de leukaemia inhibitor 

factor) (Amit et al., 2000). El LIF es un factor mitogénico esencial para que las 
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mESCs permanezcan en estado de indiferenciación progresiva in vitro, aunque 

no se ha visto efecto alguno cuando hablamos de hESCs (Conner, 2001; 

Menendez et al., 2005). 

 Un número amplio de factores de trascripción juegan un papel crucial en 

la auto-renovación de las ESCs, y el análisis de su expresión es usado también 

para caracterizar ESCs (Hoffman y Carpenter, 2005). El más importante es el 

factor de transcripción Oct-3/4 (Nichols et al., 1998), Rex-1, Sox-2 y Nanog 

(International Stem Cell Initiative, 2007).  

 Desde que se derivó la primera hESC en 1998 (Thomson et al., 1998) 

hasta la actualidad, se han derivado numerosas líneas embrionarias humanas 

en distintos laboratorios pertenecientes a distintos países. Las técnicas para la 

derivación y posterior mantenimiento del cultivo celular varían entre distintos 

laboratorios. Este hecho, junto con las variaciones genéticas que poseen los 

distintos embriones utilizados, añade fuentes adicionales de variación que 

podrían otorgar diferentes propiedades a las distintas hESCs. Para poder 

consensuar las características principales en todas las hESCs se estableció 

una iniciativa internacional (International Stem Cell Initiative, 2007), para llevar 

a cabo un estudio comparativo de un gran número de hESC derivadas en 

distintos laboratorios de distintos países. El objetivo fue evaluar las similitudes y 

diferencias en la expresión de diferentes marcadores, para identificar cuales 

son los más identificativos para establecer la identidad de una hESC. En este 

estudio han participado 17 laboratorios de 11 países para la expresión de 17 

antígenos de superficie y 93 genes. Según esta iniciativa internacional las 

hESCs deben poseer una expresión similar de unos determinados marcadores, 

canon de su capacidad de auto-renovación y pluripotencia. Estos marcadores 

de superficie deben expresar los antígenos SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-

1-81, GCMT2 y GCT343. Además, deben expresar una serie de genes 

asociados al mantenimiento de la pluripotencia: NANOG, POU5F1 (OCT-3/4) y 

otros 14 genes cuya expresión está asociada a NANOG. Por último, esta 

iniciativa internacional propone que las hESCs sean capaces de dar lugar a la 

formación de teratomas cuando se inyectan en ratones inmunodeficientes para 

demostrar su capacidad en las tres líneas germinales in vivo, tal como se 

tratará más adelante. 
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2.1.2 Diferencias entre las mESCs y las hESCs 
 Existen diferencias importantes entre las mESCs y las hESCs. Como 

hemos indicado antes, las mESCs tienden a formar agregados redondeados, 

con varias capas de grosor (Figura 17), mientras las hESCs forman colonias 

planas y compactas (Figura 18). Otra diferencia importante entre mESCs y 

hESCs es la influencia del LIF. La influencia en hESCs es prácticamente nula, 

mientras que en mESCs esta es detectable en niveles altos (Ginis et al., 2004). 

Estos resultados son consistentes con la capacidad de mantener las hESCs 

indiferenciadas sin necesidad de utilizar LIF, y con la señal de LIF encontrada 

en líneas humanas de teratocarcinoma (Schuringa et al., 2002). Dentro del 

amplio abanico de marcadores que existen en la actualidad, también 

encontramos diferencias en su expresión entre las mESCs y hESCs. Las 

hESCs expresan los antígenos específicos de estado embrionario SSEA-3 y 

SSEA-4, que no expresan en mESCs, mientras que no expresan SSEA-1, que 

sí se expresa en mESCs (Krupnick et al., 1994). En la Tabla 2 queremos 

enumerar las diferencias más importantes que existen entre las mESCs y las 

hESCs, tanto a nivel morfológico, como de expresión de distintos antígenos. 

Todas estas diferencias indican claramente que, aunque las mESCs y 

las hESCs sean muy parecidas en cuanto a su potencial  de diferenciación, no 

está claro todavía que los datos obtenidos sobre los mecanismos de 

diferenciación de las mESCs se puedan extrapolar a las hESCs. 

 
2.1.3 Diferenciación espontánea in vitro 

Quizás el método más común en la diferenciación de las ESCs es la 

creación de cuerpos embrioides (EBs, siglas inglesas de embrioid bodies). Los 

EBs están constituidos por agrupaciones de células madre cultivadas en 

flotación y que presentan una morfología similar al embrión en su etapa de 

gastrulación. Dentro de estos EBs existen múltiples movimientos celulares 

semejantes a los que ocurren in vivo que marcan la simetría embrionaria, la 

especificación hacia un linaje concreto, etc. En estos EBs se produciría una 

primera diferenciación hacia una capa germinal concreta que se completaría 

después, bien añadiendo factores de crecimiento específicos para un 

determinado linaje (Wang et al., 2006), o bien mediante cocultivo con células 

adultas que actuarían como un nicho para el crecimiento y diferenciación de las 
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hESCs (neuronas dopaminérgicas diferenciadas a partir del cocultivo con 

células estromales PA6 (Zeng et al., 2004), o incluso el uso de estructuras 

tridimensionales de polímeros sobre las que crecerían las células diferenciadas  

(Hyslop et al. 2005). En definitiva, la formación de EBs, además de ser un 

primer paso hacia la diferenciación específica de la línea, constituyen un hecho 

clave en la caracterización de las ESCs. De esta manera, se debe lograr una 

diferenciación espontánea a tejidos que representen a cada una de las tres 

capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo). 

 
Tabla 2: Diferencias más importantes entre las mESCs y las hESCs. 

PROPIEDAD mESCs hESCs 
Fosfatasa Alcalina + + 
SSEA-1 + - 
SSEA-3 - + 
SSEA-4 - + 
TRA-1-60 - + 
TRA-1-81 - + 
OCT 3/4 + + 
SOX2 + + 
REX1 + + 
TERT + + 
FGF4 + + 
FOXD3 + - 
BCRP-1 + + 
LIFR + - 
gp 130 + + 
STAT3 + + 
Nanog + + 
Sensible a LIF + - 
Sensible a FGF - + 
Morfología Diversa Redondeada y 

afilada 
Formación de EB Clonales + - 
Formación de Chimeras + N/D 
Formación de Teratomas + + 
Frecuencia 1 en 103 1 en 107 

N/D: No determinado 
 

2.1.4 Diferenciación espontánea in vivo 
Por otro lado, las hESCs deben ser capaces de dar lugar a la formación 

de teratomas cuando se inyectan en un ratón inmunodeficiente. La necesidad 

de utilizar un ratón de estas características radica en que si no fuera así, el 
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ratón produciría rechazo hacia las células introducidas, con la consecuente 

respuesta inflamatoria (Li et al., 2004). Con esta técnica se demuestra la 

capacidad de las células a diferenciarse en las tres líneas germinales 

embrionarias en un modelo in vivo (endodermo, mesodermo y ectodermo) 

(Reubinoff et al., 2000; Li et al, 2004). Esta capacidad de las hESCs es una de 

las exigencias descritas en los criterios establecidos por la iniciativa 

internacional antes comentada (International Stem Cell Initiative, 2007), para 

aceptar que una línea de hESCs es pluripotente. 

   

2.1.5 Caracterización citogenética 
La ausencia de inestabilidad cariotípica es otro de los requisitos 

buscados en estas líneas si van a ser utilizadas tanto en medicina regenerativa 

como con fines de investigación básica. En algunas de las líneas con las que 

actualmente se trabaja a nivel mundial se han observado cambios 

cromosómicos, algunos de ellos relacionados con fenómenos de oncogénesis 

(Draper et al. 2004; Catalina et al. 2008). Estos cambios pueden asociarse al 

cultivo, o pueden constituir una propiedad intrínseca e inherente de los 

embriones a partir de los cuales se derivan las hESCs, con independencia del 

método de cultivo empleado. De hecho se sabe que un 50-60% de los 

blastocistos presentan anomalías cariotípicas. De esta manera, las 

observaciones de cambios cromosómicos solamente en hESCs no sólo 

sugieren precaución cuando se diseñan nuevas condiciones de cultivo, 

especialmente en las que están libres de células alimentadoras, sino que están 

incentivando a los investigadores  a la realización de múltiples pruebas 

citogenéticas regularmente para verificar la integridad cromosómica de las 

hESCs conforme se van consiguiendo más pases en cultivo, así como en la 

búsqueda de una respuesta a la identificación de las razones de estas 

anomalías cromosómicas comparando los resultados entre distintos centros de 

investigación (Catalina et al., 2008). Por esto, es importante controlar la 

estabilidad genética de las células no sólo mediante la realización de un 

cariotipo convencional que nos informaría de alteraciones genéticas grandes, 

como ganancia o pérdida de cromosomas, sino mediante técnicas mucho más 

precisas como el FISH (siglas inglesas de Fluorescence in situ hibridation), que 

nos informaría de alteraciones específicas, SKY (siglas inglesas de Spectral 
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Karyotyping), que se utiliza para la detección de translocaciones e identificación 

de cromosomas marcados, CGH (siglas inglesas de Comparative Genomic 

Hibridization), para la determinación de alteraciones numéricas, y SNPs (siglas 

inglesas de Single Nucleotide Polymorphism), para detectar polimorfismos de 

un solo nucleótido (Catalina et al., 2007) (Figura 19). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19: Distintas técnicas de caracterización citogenética (Imágenes tomadas del BACM). 

A) Imagen representativa de un cariotipo convencional. B) Imagen representativa de un análisis 

por CGH. C) Imagen representativa de un análisis mediante SKY. D) Imagen representativa de 

un análisis por FISH. 

  

2.1.6 Manipulación genética de las ESCs 

Otra manera de diferenciar las ESCs hacia un linaje específico es a 

través de la manipulación genética mediante la sobreexpresión o inhibición de 

determinados genes o factores de transcripción claves para la especificación a 

líneas específicas. Esta estrategia permitiría, no sólo la obtención de células 

diferenciadas, sino la creación de modelos de enfermedades con base genética 

que comienzan ya en estadios prenatales y para las que en la actualidad no 

existen modelos, como es el caso de determinadas leucemias infantiles. 

Paralelamente, hay que tener en cuenta que las hESCs con anomalías, aún 

siendo no viables para aplicaciones terapéuticas, tienen una utilidad como 

herramienta biológica para estudiar la transformación celular, la etiología y la 

patogénesis de tumores infantiles, biología del desarrollo, etc (Bueno et al., 

2008). 

 A B 

C D 
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2.1.7 Futuro potencial de la progenie derivada de hESCs en medicina 
regenerativa 
 En la actualidad se debe tener claro que el estudio de las hESCs sigue 

estando en sus comienzos, siendo muy difícil prever estudios terapéuticos con 

células diferenciadas a partir de hESCs en las próximas 1-2 décadas. 

 Existen múltiples problemas conocidos que impiden prever qué 

enfermedades se beneficiarían de un posible uso de tejidos celulares derivados 

de las hESCs.  

En primer lugar, las ESCs forman tertocarcinomas al ser implantadas en 

estado indiferenciado en animales de laboratorio. Este problema desaparece si 

se implantan después de su diferenciación total, por lo que cualquier protocolo 

de transferencia de ESCs deberá incluir una diferenciación en su totalidad 

hacia el linaje de interés. Es importante resaltar que la existencia de hESCs 

indiferenciadas promoverá la aparición de teratomas. 

  Un segundo problema para la aplicación terapéutica de las hESCs 

reside en la dificultad de obtener células diferenciadas a un linaje celular puro. 

Cuando se estimula su diferenciación, las hESCs son capaces de originar 

cualquier tipo celular, pero raramente lo hacen de manera homogénea y 

reproducible, sino que dan lugar a poblaciones de células en las que se 

mezclan distintos tipos especializados (Odorico et al., 2001; Wobus et al., 

2001). Gracias a experimentos en células en cultivo y a modelos animales, hoy 

conocemos genes de diferenciación que controlan las vías de diferenciación, 

como hemos indicado en el apartado anterior. Por ejemplo, existen genes 

miogénicos que determinan la diferenciación hacia músculo (ej. Myo-D), 

neurogénicos que inducen la diferenciación hacia neuronas (ej. Sox-1), genes 

que determinan los distintos tipos celulares pancreáticos (ej. Pax4), etc. La 

activación controlada de genes de diferenciación en las hESCs podría producir 

el tipo celular deseado para cada aplicación (Wobus et al., 2001). 

 El tercer problema sería que las células implantadas podrían sufrir el 

mismo tipo de rechazo aloinmune que se produce en el transplante de órganos, 

como se trata en el siguiente apartado (Figura 20).  

 Cuando este tipo de experimentos sea posible, será necesario 

comprobar que se trata de células funcionalmente activas, de manera que 

además de estudios de fenotipado y genotipado, será necesario realizar 
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estudios de funcionalidad de estas células ya que muchas de ellas pueden 

mantener cierto grado de inmadurez. Por otro lado, será necesario contar con 

la seguridad de que no quedan células indiferenciadas que, transferidas a un 

paciente, pudieran provocar teratomas (tumores germinales). Para esto ya se 

han realizado experimentos mediante la transfección de genes bajo el control 

de promotores específicos de hESCs y sensibles a antibióticos, de tal manera 

que, en presencia de estos, las hESCs desaparecen (Schuldiner et al., 2003). 

También la separación celular se podría utilizar como una herramienta válida, 

aunque previamente sería necesario encontrar anticuerpos de membrana 

celular específicos para el tipo celular que queramos seleccionar.  

 

2.1.8 hESCs: inmunogeneidad vs. inmunotolerancia 
 Por último, como hemos mencionado anteriormente, otro reto que se nos 

plantearía antes de la aplicación terapéutica de estas células es cómo evitar el 

rechazo post-transplante de derivados de hESCs. Aunque las hESCs 

presentan una baja expresión del complejo de histocompatibilidad clase I (CMH 

Clase I), éste sí se encuentra moderadamente incrementado en las células 

diferenciadas a partir de las hESCs, por lo que es posible una respuesta 

inmune por parte del receptor de las células (Figura 20) (Menendez et al. 

2005). 

Para crear inmunotolerancia, de nuevo se han propuesto varias 

estrategias. Una de ellas es la transferencia del núcleo de una célula somática 

del futuro receptor a un ovocito de una donante que tras una reprogramación, 

dará lugar a un blastocisto y a una nueva línea de hESCs (Stojkovitz et al., 

2004). Los dos principales inconvenientes son su baja eficiencia: son 

necesarios muchos ovocitos no siempre fáciles de conseguir para obtener una 

línea y el genoma mitocondrial del ovocito donante que, aunque escasos, 

posee antígenos de histocompatibilidad que pueden dar lugar a rechazos. La 

figura 20 muestra esquemáticamente las posibilidades de alcanzar la 

inmunotolerancia y disminuir la inmunogeneidad asociada a transplante. 
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Figura 20: Diagrama esquemático donde se señalan las futuras aplicaciones de las hESCs y 

su implicación respecto a la inmunotolerancia (Imagen tomada de Menendez et al., 2005). 

Estudios in vitro e in vivo limitados a transplante xenogénico indican que las hESCs poseen 

propiedades inmunológicas únicas. A) En el campo alogénico, el transplante directo de hESCs 

indiferenciadas podría producir teratomas. B) Esto implica que las hESCs podrían ser 

diferenciadas a células específicas como por ejemplo neuronas dopaminérgicas o células β-

pancreáticas con un enfoque terapéutico. Sin embargo, si este tipo de transplante podría ser 

rechazado por el receptor es aún desconocido. Teniendo en cuenta el reconocimiento inmune 

por parte del receptor, la pregunta es si las hESCs y su progenie pueden ser usadas como 

vectores potenciales para la inducción de la tolerancia, lo cual necesita de una investigación 

muy activa. C) La inducción de la tolerancia inmune puede ser conseguida gracias al 

establecimiento de quimerismos hematopoyéticos D) También puede ser posible gracias a la 

modulación de la respuesta inmune del receptor. Combinando tanto la estrategia terapéutica 

como la moduladora. 
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3. FUTURAS APLICACIONES DE LAS hESCs EN INVESTIGACIÓN 
BIOMÉDICA 

 
3.1 Expectativas reales en la investigación con hESCs 

Mientras se debate social y gubernamentalmente sobre la pertinencia y 

las connotaciones ético-morales de la investigación con hESCs se están 

produciendo hechos paralelos. Los más importantes son los grandes avances 

conseguidos con otro tipo de células que, aunque nunca adquirirán la llamada 

plasticidad de las ESCs, son capaces, bajo ciertas condiciones específicas, de 

generar también tejidos de diferentes características. Nos referimos a las 

ASCs. Dentro de las ASCs, las MSCs, y las células madre hematopoyéticas 

(HSC, siglas inglesas de hematopoietic stem cells) son las que en la actualidad 

presentan aplicabilidad clínica. Este potencial se debe a tres propiedades 

clave: i) su capacidad para diferenciarse a distintos tipos celulares maduros y 

funcionales dentro de ese linaje celular; ii) sus propiedades 

inmunomoduladoras y; iii) su capacidad de de secretar factores solubles los 

cuales regulan funciones biológicas cruciales tales como la proliferación y 

diferenciación sobre un amplio espectro de células diana (Siena et al. 2000; 

Menendez et al. 2002).   
 Sin embargo, con las hESCs, a pesar de los importantes avances 

realizados, todavía hacen falta muchos años de investigación para desvelar 

todos los interrogantes que tras estas células se esconden, antes de controlar 

todo el potencial científico-clínico existente. Entre otras cuestiones, hay que 

tener en cuenta que, por su capacidad de proliferación, tanto in vivo como in 

vitro, las ESCs se asemejan en muchos aspectos a células tumorales, lo que 

nos inclina a ser muy cautos con su utilización. También urge conocer el grado 

de adaptación al cultivo y consiguiente proceso de evolución clonal asociado a 

estas células. 

Las hESCs constituyen, hoy en día, una herramienta de interés en la 

investigación biomédica actual. Han proporcionado a los investigadores un 

modelo especialmente interesante para estudiar como se desarrollan ciertos 

procesos biológicos básicos y les han dotado de una herramienta versátil, con 

la que abordar aspectos etiológicos y la patogénesis de origen prenatal. 
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3.2 Bancos de ESCs 
 La creación de bancos de ESCs está ayudando al desarrollo y 

estandarización de protocolos para el cultivo y caracterización de las células 

madre. Esta estandarización propuesta por la Comunidad Investigadora 

Internacional está permitiendo que los Bancos de ESCs distribuyan las células 

junto con los protocolos de actuación entre los distintos grupos de 

investigación, tanto para una futura aplicación clínica como para su uso en 

investigación básica. Además, estos centros están capacitados para la 

derivación, caracterización y posterior distribución de sus propias líneas. En 

estos bancos, las líneas se caracterizarían siguiendo los criterios de la iniciativa 

internacional anteriormente mencionada (Internacional Stem Cell Initiative, 

2007), controlando la contaminación microbiana de células y medios y 

siguiendo unos estrictos criterios de calidad de acuerdo con las buenas 

prácticas de laboratorio vigentes a nivel internacional  (Nieto et al., 2006). 
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4. MARCO LEGISLATIVO Y ASPECTOS ÉTICOS DE LA INVESTIGACIÓN 
CON hESCs 
 
4.1 Controversia ética y social de la investigación con hESCs 

Mientras que las ASCs humanas no generan ningún tipo de problema 

ético-moral, son las hESCs las que llevan inherentes este tipo de controversias, 

ya que el aislamiento de la ICM de los blastocistos supone la destrucción de los 

mismos. Por todo ello, es necesario un gran control legislativo, tanto a nivel 

nacional como europeo, que regule la obtención de este tipo de células y su 

futura aplicación en salud. 

  

4.2 Legislación actual en España  
En España, actualmente, la Ley 14/2006, sobre técnicas de reproducción 

asistida, el Real Decreto 1301/2006, sobre células y tejidos humanos, y la Ley 

14/2007, de investigación biomédica, constituyen la norma fundamental del 

ordenamiento jurídico en este ámbito de la asistencia y la investigación.  

Del Instituto de Salud Carlos III depende la Comisión de Seguimiento y 

Control de donación y utilización de células y tejidos humanos. En particular, le 

corresponde la emisión del informe relativo a los proyectos de investigación 

relacionados con la obtención, desarrollo y utilización de hESCs. 

Según estas leyes, se determina que el número de ovocitos a 

inseminar estará sometido a criterio clínico con la posibilidad de congelar los 

embriones sobrantes. Además se publican 4 posibilidades para la búsqueda 

de un destino final a los embriones crioconservados independientemente de 

los años de congelación. 

 Crioconservación hasta su uso por parte de la pareja. 

 Donación a otras parejas con fines reproductivos. 

 Donación a la investigación, dentro de los límites establecidos. 

 Descongelación sin ningún fin. 

El artículo 15 de la Ley 14/2006, así como el artículo 32 de la Ley 

14/2007, son los encargados de legislar la utilización de embriones con fines de 

investigación. Los requisitos son los siguientes: 

1) Consentimiento informado escrito de la pareja o, en su caso, de la 

mujer. Donación anónima, confidencial, voluntaria, altruista y 
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revocable. Rechazan derecho económico, patrimonial o potestativo 

sobre los resultados obtenidos (Figuras 21, 22). 

2) Embrión no desarrollado in vitro más allá de 14 días. 

3) Investigación realizada en centros autorizados. 

4) Que se realicen con base a un proyecto debidamente presentado y 

autorizado por las autoridades sanitarias competentes. 

5) Especificar relaciones de interés entre centros. 

Según esta Ley queda prohibida la utilización de embriones sobrantes 

frescos para poder utilizarlos en investigación. 

A nivel autonómico, el Parlamento Andaluz aprobó la Ley 7/2003, del 20 

de octubre, por la que se regula la investigación con embriones humanos no 

viables para la fecundación in vitro, y que aportaba propuestas de 

investigación que la reforma de la ley sobre técnicas de reproducción asistida 

iba a prohibir.  

 

4.2.1 Ley 14/2007 de Investigación Biomédica  
La investigación biomédica es un instrumento clave para mejorar la 

calidad y la expectativa de vida de los ciudadanos y sirve para aumentar su 

bienestar, que ha cambiado de manera sustancial, tanto metodológica como 

conceptualmente en los últimos años. La aparición de nuevas herramientas 

analíticas ha llevado a grandes descubrimientos que permiten albergar 

fundadas esperanzas sobre el tratamiento e incluso la curación en un futuro no 

muy lejano de patologías hasta ahora inabordables (Ley de Investigación 

Biomédica, 2007). 

Los nuevos avances científicos cuestionaban la organización en la que 

hasta ahora se había basado la investigación biomédica, con lo que se hacia 

necesaria la publicación de esta nueva ley. La Ley se construye sobre los 

principios de la integridad de las personas y la protección de la dignidad del ser 

humano en cualquier investigación biomédica que implique intervenciones 

sobre seres humanos, así como en la realización de análisis genéticos, el 

tratamiento de datos genéticos de carácter personal y de las muestras 

biológicas y de las muestras biológicas de origen humano que se utilicen en 

investigación. Además, la Ley facilita la implantación de la investigación en los 

centros de salud como una práctica cotidiana, se incentiva la colaboración 
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entre los centros de investigación biomédica básica y los hospitales y demás 

centros públicos, y se estimulan los vínculos entre el sector público y el privado 

mediante la investigación en red y la movilidad de los investigadores y los 

facultativos.  

En relación con el objeto y ámbito de la norma, se matiza que la 

investigación biomédica a la que se refiere esta Ley abarca la investigación 

básica y la clínica con exclusión de los ensayos clínicos con medicamentos y el 

implante de órganos, tejidos y células, que se rigen con otras normas 

específicas. 

 La Ley prohíbe explícitamente la constitución de embriones humanos 

exclusivamente con fines de experimentación, pero permite la utilización de 

cualquier técnica de obtención de hESCs con fines terapéuticos o de 

investigación que no comporte la creación de un nuevo ser humano. 

De esta manera,  la Ley de Investigación Biomédica tiene por objeto 

regular: i) las investigaciones relacionadas con la salud humana que impliquen 

procedimientos invasivos, ii) la donación y utilización de ovocitos, embriones, 

embriones y fetos humanos o de sus células, tejidos u órganos con fines de 

investigación biomédica y sus posibles aplicaciones clínicas, iii) el tratamiento 

de muestras biológicas con fines de diagnóstico médico o de investigación 

biomédica, iv) el almacenamiento y movimiento de muestras biológicas, v) los 

biobancos, vi) el Comité de Bioética de España y los demás órganos con 

competencias en materia de investigación biomédica y vii) los mecanismos de 

fomento y promoción, planificación, evaluación y coordinación de la 

investigación biomédica. La normativa además permite las técnicas de 

transferencia nuclear sólo con fines terapéuticos y prohíbe expresamente la 

creación de embriones destinados a la investigación. 

 

4.2.2 Permisividad actual de España a la hora de investigar con hESCs  
La prohibición de crear embriones destinados únicamente a 

investigación engloba a España en el grupo de países donde está permitido 

investigar con embriones sobrantes de ciclos de FIV para derivar hESC 

(Canadá, Holanda, Australia, Suecia), lejos del grupo de países donde está 

prohibido utilizar embriones para investigación con hESC (Irlanda, Austria, 

Noruega), aunque un peldaño por debajo del grupo de países donde se pueden 
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generar embriones con fines únicos de investigación (Reino Unido, Bélgica, 

Israel y Singapur). Estos embriones llevan en muchas ocasiones más de 5 

años congelados sin que la pareja, o mujer en su caso, los hayan reclamado.  

 
4.3 La legislación actual en Europa 

A nivel Europeo, se ha publicado la Directiva 2004/23/CE, de 31 de 

marzo, relativa al establecimiento de normas de calidad y de seguridad para la 

donación, la obtención, la evaluación, el procesamiento, la preservación, el 

almacenamiento y la distribución de células y tejidos humanos. Esta Directiva 

se creó con la intención de unificar la diversidad de estándares presentes en 

los distintos países de la Unión Europea respecto a la importación/exportación 

de células y tejidos, la necesidad de incrementar la disponibilidad de células y 

tejidos donados y la efectividad de usarlos, así como eliminar los errores 

creados con unos sistemas de codificación y clasificación distintos entre 

centros y  países europeos. En esta Directiva se engloban la mayoría de los 

tejidos y células humanas, las células reproductoras, tejidos fetales, así como 

las hASCs y hESCs.  En los primeros borradores de la Directiva se proponían 

unos requisitos de calidad importantes, sobre todo con respecto a la calidad del 

aire tipo A de las salas donde se iban a manipular estos tejidos y células (salas 

GMP, siglas inglesas de Good Manufacturing Practice).  

Debido  a este punto, esta Directiva ha sido criticada por expertos en 

reproducción que declaran que las unidades de FIV no necesitan de tantas 

exigencias para poder realizar su trabajo, aunque de alguna manera no deja de 

ser una crítica pragmática, ya que parece encaminada a razones financieras y 

políticas (Mortimer, 2005). Si las clínicas de FIV tuvieran que ceñirse a tales 

exigencias, la inversión necesaria para adecuar los laboratorios a la nueva 

Directiva sería insostenible en la mayoría de los casos, llevando a la clínica al 

cese de sus actividades o encareciendo exhaustivamente los ciclos de FIV. 

Debido a estas críticas, la Unión Europea ha publicado la Directiva 2006/17/CE 

de la Comisión, de 8 de febrero de 2006, por la que se aplica la Directiva 

2004/23/CE del Parlamento Europeo y del Consejo en lo relativo a 

determinados requisitos técnicos para la donación, la obtención y la evaluación 

de células y tejidos humanos. En esta Directiva se matiza sobre la distinción 

entre laboratorios de reproducción asistida y laboratorios donde se derivan 
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hESCs a partir de embriones humanos, siendo las propuestas menos exigentes 

con los primeros en lo referente a  la calidad del aire. 

Conjuntamente con la legislación europea, existen iniciativas europeas 

importantes, financiadas parcialmente por el 7º Programa MARCO de la 

Comisión Europea, donde se busca dar transparencia a las hESCs respecto a 

las condiciones de almacenamiento y caracterización (hESC Registry, 

Internacional Stem Cell Initiative, Stem Cell Banking Initiative). 
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Figura 21: Modelo de Consentimiento Informado propuesto por la Junta de Andalucía. 
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Figura 22: Modelo de Consentimiento Informado propuesto por el Instituto de Salud Carlos III 
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CAPÍTULO II 
JUSTIFICACIÓN E HIPÓTESIS 

DEL ESTUDIO REALIZADO 
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El descubrimiento de las hESCs ha abierto nuevas expectativas como 

herramienta para estudiar mecanismos celulares y moleculares que subyacen 

la biología del desarrollo humano. Además, las hESCs han abierto una puerta 

de esperanza para programas futuros de medicina regenerativa y terapia 

celular. A tal efecto, muchos centros de investigación han comenzado 

proyectos de derivación, caracterización y diferenciación de hESCs.  

Para poder realizar este tipo de investigación es necesario ceñirse a la 

legislación vigente. En la mayoría de las guías publicadas por las principales 

Asociaciones Internacionales expertas en manipulación de embriones no están 

reflejadas las características que deben cumplir los laboratorios en cuanto a 

condiciones de calidad y bioseguridad para la manipulación de dichos 

embriones. Del mismo modo, se hace necesario analizar y aclarar los aspectos 

éticos y legislativos que pueden derivar de esta situación, en especial en 

procesos de captación de embriones humanos congelados para investigación. 

La tasa de éxito en la derivación de hESCs es extremadamente baja, 

sobre todo cuando la fuente de material biológico son embriones sobrantes de 

ciclos de FIV congelados a -196º C. Este hecho, así como las restricciones 

legales que existen en muchos países, hacen que una optimización en los 

métodos de derivación de hESCs sea necesaria. La optimización de nuevas 

tecnologías debe ser trabajada antes en modelos animales que en humanos, 

debido a que existe el riesgo de perder tan preciado material biológico. 

Por todo lo anterior en esta tesis planteamos las siguientes hipótesis de partida: 

 

1) El prestigioso estudio realizado por SART-RAND en Estados Unidos ha 

mostrado que sólo un 2.8% de las parejas sometidas a un ciclo FIV y 

que acumulan embriones sobrantes congelados están dispuestos a 

donarlos, previo consentimiento informado y conocimiento del estudio 

biológico a realizar, para investigación. Sin embargo, en la actualidad, se 

desconoce la predisposición de las parejas de nuestro entorno a la 

donación de embriones sobrantes congelados para 

investigación/derivación de hESCs. Pensamos que la presencia de un 

embriólogo experto en medicina reproductiva puede jugar un papel clave 

en la captación ética de embriones, así como en la definición de 
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diferencias éticas y legislativas entre las propias clínicas FIV y los 

centros de investigación básica con embriones/hESCs. 

 

2)  La tecnología láser en combinación con el cultivo directo de blastocistos 

podría ser de gran utilidad para la derivación de ESCs, debido a su 

mejor facilidad de manejo respecto al uso de una pipeta de 

micromanipulación a la hora de aislar la ICM, además de evitarse el uso 

de componentes xenobióticos durante el proceso. 

 

3) Las MSCs usadas como feeders podrían aumentar la eficacia de 

derivación de hESCs, a partir de embriones congelados de mala calidad, 

debido a su papel de soporte celular (parénquima) en múltiples tejidos 

adultos y embrionarios. En este apartado, también nos planteamos que 

al igual que el uso de iROCK facilita la supervivencia y la clonogeneidad 

de clones individuales de hESCs, quizás el uso de dicho iROCK 

aumentaría la supervivencia post-descongelación de embriones en 

estadio de 2 o más células.  
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CAPÍTULO III 
OBJETIVOS DEL ESTUDIO 

REALIZADO 
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OBJETIVO PRINCIPAL: 
 

Analizar y profundizar en los aspectos éticos y legales que llevan 

inherentes las hESCs, valorando la predisposición de parejas que poseen 

embriones congelados sobrantes de ciclos de FIV a donarlos para 

investigación, y  optimizar una nueva metodología para mejorar la eficiencia de 

derivación de hESCs utilizando la tecnología de disparo con láser, así como 

derivar y mantener hESCs sobre MSCs utilizando para el proceso de derivación 

un iROCK.  

 

OBJETIVOS DETALLADOS: 
 

1. Justificar la presencia de un laboratorio de embriología totalmente 

equipado y de un embriólogo con amplios conocimientos en procesos de 

FIV, manipulación de gametos y embriones congelados en clínicas de 

FIV, y con un amplio conocimiento de la legislación vigente en el 

organigrama de un banco de ESCs. 

 

2. Analizar la predisposición de parejas andaluzas hacia la donación de sus 

embriones congelados en clínicas FIV, para investigación con células 

madre. Este estudio se realiza mediante un análisis pormenorizado de 

las entrevistas realizadas a las parejas pertencientes a dos hospitales 

públicos de Andalucía, y la comparación con los resultados obtenidos en 

Estados Unidos. 

 

3. Plantear las controversias legislativas encontradas en la barrera entre la 

medicina reproductiva y la investigación con hESCs. Además, plantear 

una regulación basada en el objetivo final del uso de material biológico 

de origen embrionario: investigación básica, investigación clínica en 

terapia celular o medicina reproductiva. 

 

4. Optimizar una nueva estrategia de derivación de ESCs basada en la 

combinación de cultivo directo de los blastocistos sobre una superficie 

de crecimiento seguida de la destrucción del trofoectodermo mediante 
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tecnología láser utilizando la metodología previamente en un modelo 

murino, para posteriormente intentar aplicarla en embriones humanos. 

 

5. Comparar las tasa de derivación de hESCs sobre HFs y MSCs utilizando 

embriones congelados de mala calidad, intentando mejorar además la 

tasa de evolución del embrión en fase de 2-8 células a blastocisto, 

mediante el empleo de un iROCK.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



70 
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La descripción pormenorizada de los materiales y métodos empleados, 

así como los resultados obtenidos, se encuentran reflejadas en los artículos 

científicos originales publicados publicados en revistas internacionales 

indexadas (peer-review) en relación con cada uno de los objetivos planteados y 

que han sido incluidos en esta sección. Cada una de estas publicaciones 

científicas va precedida por un breve resumen en castellano que pretende 

facilitar una revisión rápida de la información más relevante contenida en los 

mismos. Las publicaciones científicas fruto de este trabajo incluyen: 

 

1.-  Role of the embryology laboratory in the human embryonic stem cell 
line derivation process. 
JL Cortes, F Cobo, AH Barnie, P Catalina, C Cabrera, A Nieto, R Montes, A 

Concha. 

Cytotechnology, 2006. 52:1-11 
 
2.- Spanish Stem Cell Bank interviews examine the interest of couples in 
donating surplus human IVF embryos for stem cell research. 
JL Cortes, G Antiñolo, L Martínez, F Cobo, A Barnie, A Zapata, P Menendez. 

Cell Stem Cell, 2007. 1:17-20 
 
3.- Reproductive medicine embryologists meets hESC research: need to 
adjust the regulatory framework to actual expectations about hESC 
research and its potential detrimental consequences. 
JL Cortes, P Menendez. 

Fertility & Sterility. 2008 (doi:10.1016/j.fertnstert.2008.05.041) 
 
4.- Evaluation of the laser technique method to isolate the inner cell mass 
of murine blastocysts. 
JL Cortes, F Cobo, P Catalina, A Nieto, C Cabrera, R Montes, A Concha, P 

Menendez. 

Biotechnology & Applied Biochemistry, 2007. 46:205-209 
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5.- Whole-blastocyst culture followed by laser drilling technology 
enhances the efficiency of ICM isolation and ESC derivation from good 
and poor-quality mouse embryos: new insights in the derivation of hESC 
lines. 
JL Cortes, L Sanchez, P Catalina, F Cobo, C Bueno, A Martínez-Ramírez, A 

Barroso, C Cabrera, G Ligero, R Montes, R Rubio, A Nieto, P Menendez. 
Stem Cells and Development, 2008. 17:255-267 
 
6.- Criterios de Valoración Morfológicos de Oocitos, Embriones 
tempranos y Blastocistos Humanos propuestos por ASEBIR: aplicabilidad 
en embriones crioconservados donados para investigación con células 
madre. 
JL Cortes, G Ligero, L Sanchez, A Nieto, C Bueno, R Montes, P Menendez. 

Revista de la Asociación para el Estudio de la Biología de Reproducción 
(ASEBIR), Junio 2008. Vol. 14, nº 1, p 6-13 

 

7.- Mesenchymal stem cells facilitate the derivation of human embryonic 
stem cells from cryopreserved poor-quality embryos.  
JL Cortes, L Sánchez, G Ligero, I Gutierrez-Aranda, P Catalina, C Elosua, P 

Leone, R Montes, C Bueno, V Ramos-Mejia, I Maleno, JL García-Pérez, P 

Menéndez.  
Human Reproduction (Submitted) 
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IV.1.- Role of the embryology laboratory in the human embryonic stem cell 
line derivation process. JL Cortes, F Cobo, AH Barnie, P Catalina, C 

Cabrera, A Nieto, R Montes, A Concha. Cytotechnology, 2006. 52:1-11 

 
 
INTRODUCCIÓN: Con el descubrimiento de las hESCs y su posible aplicación 

en programas de terapia celular e investigación básica, muchos centros de 

investigación han comenzado proyectos utilizando este tipo de células. Los 

bancos de células madre tienen entre sus funciones la derivación de hESCs. 

Además, la recuperación de embriones crioconservados, su cultivo y la 

subsiguiente derivación de hESCs requiere un adecuado laboratorio de 

embriología y personal cualificado para desarrollar esta labor. Muchas 

Asociaciones Internacionales han publicado guías dirigidas a laboratorios 

donde se manipulan embriones atendiendo al espacio físico, el personal y el 

equipamiento necesario en esta clase de laboratorios. Sin embargo, y tras un 

exhaustivo análisis de estas guías, hemos podido observar que no distinguen 

entre laboratorios donde se realizan técnicas de reproducción asistida y otros 

laboratorios que obtienen hESCs para investigación básica o terapia celular, 

siendo indispensable hacer una distinción, debido a que tanto las técnicas 

empleadas como los objetivos son diferentes. Además de esta guías hay que 

tener en cuenta la legislación vigente, centrándonos en las leyes que publica el 

Parlamento Europeo, concretamente con la Directiva 23/2004/CE. 

 

OBJETIVO: En este trabajo hemos realizado un análisis comparativo de los 

aspectos comunes establecidos por las diferentes guías internacionales que 

hemos evaluado. Hemos examinado los aspectos que pueden ser aplicables a 

las áreas de embriología que están dentro de los bancos de células madre  

intentando que puedan servir como ejemplo de código de buenas prácticas 

para la comunidad científica que trabaja en la derivación de hESCs a partir de 

embriones sobrantes de ciclos de FIV. 

 

MATERIAL Y MÉTODOS: Para llevar a cabo este estudio analizamos las guías 

propuestas por las siguientes Asociaciones Internacionales: ESHRE 2000; CAP 

2002; FSA 2002; ACE 2003; ASRM 2004; NAMSI 2005; NAP 2005. La mayoría 
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de las guías estudiadas, excepto NAP 2005, pertenecen a Asociaciones 

dedicadas a reproducción asistida. Por otra parte, hemos evaluado la directiva 

Europea 23/2004/CE, de establecimiento de normas de calidad y de seguridad 

para la donación, la obtención, la evaluación, el procesamiento, la 

preservación, el almacenamiento y la distribución de células y tejidos humanos. 

Los aspectos analizados en cada guía han sido los siguientes: i) Organización 

del laboratorio y definición de servicios, ii) Cualificación del personal del 

laboratorio embriología, iii) Espacio físico del laboratorio de embriología y 

diseño, iv) Equipamiento y protocolos, v) Seguridad del laboratorio y control de 

infección, vi) Control de calidad, y vii) Legislación y aspectos éticos. 

 

RESULTADOS: Tras evaluar todas las guías respecto a los puntos indicados 

anteriormente, se observa que varios de los aspectos analizados son comunes 

tanto para un laboratorio de embriología dedicado a FIV, como para el 

laboratorio de embriología dedicado a la derivación de hESCs. Sin embargo, 

hemos observado otros aspectos específicos de cada tipo de laboratorio. 

Respecto a la organización del laboratorio y definición de servicios es 

importante que el laboratorio de embriología esté contemplado en los criterios 

de organización de un banco de células madre, así como su interacción con el 

resto de áreas, tales como cultivo celular, biología molecular, citometría de 

flujo, microbiología y control ambiental, citogenética y trazabilidad, entre otras.  

El laboratorio de embriología debe estar formado por personal 

encargado de la trazabilidad y sistema de calidad,  y un embriólogo que realiza 

la derivación de hESCs.  

Respecto al espacio físico estamos de acuerdo en que el laboratorio de 

embriología debe ser un área restringida con catalogación de sala GMP 

únicamente si va a ser utilizada para posible terapia celular. Dado que el 

campo de las hESCs está en su infancia, las investigaciones básicas sobre 

desarrollo, mecanismos celulares y moleculares que regulan la pluripotencia, 

etc., pueden realizarse en una zona aséptica sin necesidad de salas GMP. 

Todo el equipamiento debe asegurar la reducción del riesgo de contaminación 

del material biológico, con sistema de alarma y monitorización de cada equipo, 

la existencia de un sistema de provisión de energía, así como la necesidad de 

tener protocolos actualizados de todas las técnicas. Debe existir seguridad en 
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el laboratorio y un estricto control de infecciones, que van desde la vacunación 

del personal contra la hepatitis B hasta las medidas de contención secundaria 

(ropa adecuada, guantes libres de polvo, mascarillas, etc). También es 

necesario que el laboratorio y resto del centro de investigación esté acreditado 

respecto a control de calidad interno y externo. 

 

CONCLUSIONES: La figura de un embriólogo con conocimientos de 

reproducción asistida y manipulación de gametos y embriones humanos, así 

como de un laboratorio de embriología es aconsejable para derivar hESCs. El 

laboratorio de embriología tiene que estar en una estructura organizativa 

dinámica respecto a la aplicación de programas de calidad y bioseguridad para 

obtener hESCs que permitan una trazabilidad posterior de los embriones 

usados. 
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IV.2.- Spanish Stem Cell Bank interviews examine the interest of couples 
in donating surplus human IVF embryos for stem cell research. JL Cortes, 

G Antiñolo, L Martínez, F Cobo, A Barnie, A Zapata, P Menendez. Cell Stem 
Cell, 2007. 1:17-20 

 

 
INTRODUCCIÓN: Las hESCs han abierto una vía de investigación en medicina 

regenerativa a través de la obtención de células maduras y funcionales 

derivadas de las hESCs. Estas hESCs son obtenidas a partir de la ICM de 

embriones humanos en estadio de blastocisto. En España, la estimación es 

que en 2003 había unos 100.000 embriones congelados en clínicas de 

reproducción nacionales. Buscando un destino final a estos embriones, la 

legislación española ha establecido cuatro posibilidades a decidir por la pareja 

progenitora tras consentimiento informado. Las cuatro posibilidades son: i) 

Crioconservación hasta su uso por parte de la pareja, ii) Donación a otras 

parejas con fines reproductivos, iii) Donación a la investigación dentro de un 

proyecto concreto aprobado por las autoridades competentes, iv) 

Descongelación sin ningún fin. Nuestro banco de células madre ha sido 

autorizado por el Instituto de Salud Carlos III para derivar nuevas hESCs a 

partir de embriones congelados. 

 

OBJETIVO: El objetivo de este estudio fue investigar el interés de las parejas 

andaluzas respecto a la donación de sus embriones sobrantes a investigación. 

 
MATERIAL Y MÉTODOS: Hemos llevado a cabo un análisis extensivo a través 

de esta entrevista personal a 97 parejas, las cuales fueron preguntadas acerca 

del destino final deseado para sus embriones sobrantes del ciclo de FIV al que 

fueron sometidas. Las entrevistas las realizaron un embriólogo y un asesor 

jurídico, y fueron supervisadas por el responsable de la Unidad de 

Reproducción. La entrevista incluyó un breve resumen del ciclo de FIV, 

explicación de las cuatro posibilidades, haciendo hincapié en la tercera opción, 

donde se explicó el proyecto de investigación concreto al que irían los 

embriones donados para tal fin, si este fuese el deseo de la pareja. Finalmente, 

la pareja firmó el consentimiento informado. 
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RESULTADOS: Nuestros resultados vienen expuestos en la Tabla 3: 

 
Tabla 3: Resultados acerca de la decisión tomada por las parejas entrevistadas respecto a sus 

embriones crioconservados. 

Nº de parejas entrevistadas 

Nº embriones disponibles 
HOSPITAL 1 (n=22) 

(E=96) 

A B C D 
Destino de los embriones 

donados por la pareja (n=10)45% 

(E=52)54% 

(n=1)5% 

(E=2)2% 

(n=11)50% 

(E=42)44% 

(n=0)0% 

(E=0)0% 

Nº de parejas entrevistadas 

Nº embriones disponibles 
HOSPITAL 2 (n=75) 

(E=332) 

A B C D 
Destino de los embriones 

donados por la pareja (n=32)43% 

(E=140)42% 

(n=7)9% 

(E=40)12% 

(n=35)47% 

(E=150)45% 

(n=1)1% 

(E=2)1% 

n.- Número de parejas 

E.- Número de embriones 

A.- Crioconservación hasta su uso por parte de la pareja 

B.- Donación a otras parejas con fines reproductivos 

C.- Donación a la investigación dentro de un proyecto concreto 

D.- Descongelación sin ningún fin 

 

Según los resultados podemos observar como en los dos hospitales la 

gran mayoría de las parejas optaron por las opciones de seguir manteniendo 

sus embriones congelados y la de donarlos a investigación (44% y 48%, 

repsectivamente). Evaluando el porcentaje restante se observa como, sin 

embargo,  el número de parejas que optaron por la donación a otras parejas 

con fines reproductivos y la descongelación sin ningún fin fueron un número 

muy reducido (7% y <1%, respectivamente).  

Estos resultados contrastan con los obtenidos por una Asociación 

Americana (SART-RAND) donde solamente obtuvieron un 2,8% de parejas que 

se decidieron por donar sus embriones a investigación con hESCs. 

 

CONCLUSIONES: Nosotros hemos encontrado que la realización de una 

entrevista personal realizada por un embriólogo y un asesor jurídico es 

productiva para promover la buena voluntad de las parejas a donar los 

embriones para la investigación con células madre. La entrevista personal 
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ayuda a las parejas a resolver las dudas legales y sirve para aliviar cualquier 

incertidumbre relacionada con este tipo de investigación.  
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IV.3.- Reproductive medicine embryologists meets hESC research: need 
to adjust the regulatory framework to actual expectations about hESC 
research and its potential detrimental consequences. JL Cortes, P 

Menendez. Fertility & Sterility. 2008 (doi:10.1016/j.fertnstert.2008.05.041) 
 
INTRODUCCIÓN: El campo de la medicina reproductiva ha estado durante 

largo tiempo con unos requisitos éticos mínimos, debido a que la transferencia 

del material embrionario es generalmente autóloga. Desde la primera 

derivación de hESC en 1998, este campo emergente de la medicina 

regenerativa/terapia celular ha dependido principalmente de la medicina 

reproductiva para su éxito. Existen numerosas parejas, o mujeres en su caso, 

sometidas a ciclos de FIV que mantienen sus embriones crioconservados en 

centros de reproducción y que desean donarlos a la investigación con células 

madre.  

En marzo del 2004, el Parlamento Europeo promulgó la Directiva 

2004/23/CE del Parlamento Europeo y del Consejo de 31 de marzo de 2004 

relativa al establecimiento de normas de calidad y de seguridad para la 

donación, la obtención, la evaluación, el procesamiento, la conservación, el 

almacenamiento y la distribución de células y tejidos humanos. Desde el primer 

momento no ha habido consenso sobre la conveniencia o no de construir salas 

GMP en todos los laboratorios donde se distribuyan y manipulen células y 

tejidos humanos, debido a que dentro de esta Directiva estarían incluidos las 

clínicas de reproducción, los biobancos, y finalmente los centros de 

investigación básica. Numerosos expertos en reproducción han expresado sus 

quejas respecto a la necesidad de establecer criterios estrictos de calidad del 

aire en los centros de reproducción. Estas quejas han dado lugar a que en la 

Directiva 2006/17/CE de la Comisión, de 8 de febrero de 2006, por la que se 

aplica la Directiva 2004/23/CE del Parlamento Europeo y del Consejo en lo 

relativo a determinados requisitos técnicos para la donación, la obtención y la 

evaluación de células y tejidos humanos, no se contemple nada acerca de los 

criterios de calidad del aire. 

Algunos países como el Reino Unido y España disponen de bancos de 

células madre para derivar, almacenar, caracterizar y distribuir hESCs dentro 

de condiciones GMP para futuras aplicaciones clínicas. Estos bancos y 
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laboratorios donde se derivan hESCs están contratando embriólogos con 

amplia experiencia en reproducción asistida. Mientras que el embriólogo 

asistencial satisface sus expectativas de maniobrabilidad cumpliendo todos los 

puntos de esta Directiva, al embriólogo investigador, perteneciente a un centro 

encargado de la derivación de hESCs, la Directiva le crea un grado de 

confusión, después de la gran inversión que hay que realizar en la puesta a 

punto de salas GMP en las instalaciones. En nuestra experiencia, los 

embriólogos asistenciales con amplia experiencia en reproducción asistida y 

que se están iniciando en la investigación con hESC han necesitado un periodo 

de adaptación en el aspecto legislativo, con riesgo incluso de perder su 

motivación científica al enfrentarse a grandes restricciones legales al dedicarse 

a su nuevo trabajo. 

 

OBJETIVO: Desde el Banco Andaluz de Células Madre quisimos establecer 

unas propuestas que nos permitan distinguir entre la medicina reproductiva, la 

investigación básica en hESC, y la investigación con hESC orientada al futuro 

uso terapéutico. Estas propuestas han sido aceptadas por la Asociación 

Americana de Medicina Reproductiva (ASRM). 

 

RESULTADOS:  
 
Tabla 4: Propuestas sobre un marco regulador que diferencie entre la medicina reproductiva, la 

investigación básica con hESCs, y la investigación con hESCs para aplicación terapéutica. 

DISCIPLINA 
OBJETIVO DE 

LA 
INVESTIGACIÓN

CENTROS 
DONDE SE 
REALIZA 

OBJETIVO 
FINAL 

NIVEL DE 
REGULACIÓN 

LEGAL 

Medicina 
reproductiva FIV 

Clínicas de FIV 
públicas y 
privadas 

Transferencia 
autóloga 

Como está 
regulado 

actualmente 

Investigación 
básica con 

hESC 

Adquisición de 
conocimiento 

básico 

Laboratorio 
académico 

Investigación 
básica. Sin 

aplicación en 
humanos 

Apenas 
regulado 

Investigación 
con hESC 

para futuro 
uso 

terapéutico 

Optimización de 
futuras terapias 

celulares 

Hospital/ 
Universidad/ 
Compañía 

biotecnológica 
privada 

Transplante 
alogénico 

Regulación 
muy estricta 
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CONCLUSIONES: En nuestra opinión, debe existir un periodo de adaptación 

en aquellos embriólogos expertos en reproducción que ahora están envueltos 

en investigación con hESCs. En esta adaptación, estos embriólogos deben 

comportarse como auténticos manipuladores de tejido destinado a ser 

transplantado, y este hecho es el que conlleva que operen según unas reglas 

legales más estrictas. Sin embargo, aunque deben existir unas mínimas reglas 

para la investigación básica con hESCs, no deben ser tan estrictas en este 

campo, ya que harían el proceso más lento y dificultoso, además de provocar 

que muchos laboratorios no puedan realizar este tipo de estudios, al no poder 

hacerse cargo de la inversión que exige la Directiva. 
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IV.4.- Evaluation of the laser technique method to isolate the inner cell 
mass of murine blastocysts. JL Cortes, F Cobo, P Catalina, A Nieto, C 

Cabrera, R Montes, A Concha, P Menéndez. Biotechnology & Applied 
Biochemistry, 2007. 46:205-209 
 

 
INTRODUCCIÓN: Los estudios básicos del desarrollo embrionario, modelos de 

enfermedad y generación de animales transgénicos, se basan en el uso de 

ESCs. La derivación de estas ESCs puede realizarse mediante distintos 

métodos, no estando totalmente claro aún cual es la metodología más eficaz y 

“limpia”. Una de las etapas más críticas en este proceso es el aislamiento de la 

ICM de los blastocistos, donde se encuentran las células troncales que darán 

lugar a la futura línea celular.  
En el presente estudio pretendimos optimizar la derivación de ESCs 

mediante una técnica basada en el disparo con láser, utilizando un modelo 

animal de ratón, como antesala a la derivación de hESCs. La baja 

disponibilidad de embriones humanos sobrantes de ciclos de FIV hace que 

estos embriones humanos tengan un gran valor científico limitando la 

optimización inicial de nuevas técnicas. Por ello, antes de ensayar la 

metodología basada en la destrucción del trofoectodermo con técnicas de 

disparo con láser en embriones humanos, apostamos por optimizar esta 

metodología con embriones de ratón. 

 

OBJETIVO: En este estudio hemos comparado dos métodos de aislamiento de 

la ICM en blastocistos murinos (Cultivo directo del blastocisto vs. Disparo con 

láser), dependiendo de la calidad de los mismos, cultivadas además en dos 

superficies de crecimiento diferentes (MEFs vs. Gelatina). 

 

MATERIAL Y MÉTODOS: Se han incluido 31 embriones murinos, tanto en 

estadio celular como en estadio de mórula. En todos los casos, estos 

embriones se dejaron evolucionar hasta el estadio de blastocisto expandido. 

Los blastocistos expandidos son generalmente divididos dentro de tres 

categorías, atendiendo al aspecto morfológico del trofoectodermo y de la ICM: 

i) Blastocistos de buena calidad con una ICM bastante distinguible y con 
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tamaño adecuado, ii) Blastocistos con una pequeña pero distinguible ICM, y iii) 

Blastocistos de mala calidad con una ICM poco definida. Una vez evaluada la 

calidad blastocitaria, todos los blastocistos fueron tratados con Ácido Tyrode, 

durante un  minuto, para conseguir la completa disolución de la zona pelúcida. 

Se utilizaron dos métodos de aislamiento de la ICM: a) El método de cultivo 

directo del blastocisto se utilizó cuando la ICM era pequeña o poco visible, de 

tal manera que tanto las células del trofoectodermo como las de la ICM tienden 

a adherirse al soporte utilizado. Utilizando este método y transcurridos varios 

días, la ICM es localizada y aislada de las células trofoblásticas; b) Para 

blastocistos de buena calidad con una ICM bastante distinguible y con un 

tamaño adecuado, se utilizó un nuevo método de derivación y aislamiento de la 

ICM. Éste, consiste en el empleo de un disector láser (OCTAX EyewareTM) que 

va cuidadosamente destruyendo las células del trofoectodermo, de tal forma 

que sólo se adhieren al soporte utilizado las células de la ICM ya aislada. Para 

realizar el estudio se han utilizado en igual proporción dos soportes celulares 

diferentes; una monocapa de MEFs y una capa de gelatina de piel porcina Tipo 

A. 
 

RESULTADOS: De los 31 blastocistos obtenidos, diez tuvieron una ICM poco o 

nada visible, por lo que se intentó el aislamiento de la ICM mediante el método 

de cultivo directo. De estos 10, seis se cultivaron sobre una monocapa de 

MEFs y cuatro sobre gelatina. Por otro lado, en 21 blastocistos con buena 

calidad se intentó la derivación de la ICM utilizando el método de disección 

láser. Diez blastocistos se cultivaron sobre monocapa de MEFs  y 11 se 

cultivaron sobre gelatina.  
Los resultados de este estudio están representados en la Tabla 5: 

 
Tabla 5: Resultados del estudio donde se comparan los métodos de aislamiento de la ICM 

respecto a la adhesión de la ICM y el posterior establecimiento de mESCs utilizando dos 

superficies de crecimiento diferentes. 
MEFs Gelatina 

Método aislamiento ICM Adhesion/aislamiento 
ICM 

Establecimiento 
mESC 

Adhesion/aislamiento 
ICM 

Establecimiento 
mESC 

Cultivo directo (blastocistos 
mala calidad) 4/6 (66.7%) 2/6 (33.3%) 3/4 (75.0%) 0/4 (0%) 

Láser (blastocistos buena 
calidad) 8/10 (80.0%) 1/10 (10.0%) 3/11 (27.3%) 1/11 (9.1%) 
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CONCLUSIONES: En base a los resultados obtenidos observamos que el 

método de cultivo directo del blastocisto es globalmente más efectivo respecto 

al aislamiento de la ICM que el empleo del disector láser (70% vs. 52%; 

p<0.05), independientemente de la superficie de crecimiento utilizada. 

Teniendo en cuenta que hemos utilizado el láser para los blastocistos de buena 

calidad, y que la única desventaja del cultivo directo de blastocistos es que las 

células del trofoectodermo escondan las de la ICM, debemos de seguir 

perfeccionando la técnica de empleo de láser, donde las células del 

trofoectodermo son destruidas para que no interfieran en la adhesión de la ICM 

a la superficie de crecimiento utilizada. 
Por otra parte, con independencia del método de aislamiento de la ICM 

utilizado, obtenemos mejores tasas de adhesión, por parte de los blastocistos, 

empleando como soporte la monocapa de MEFs frente a la utilización de una 

capa de gelatina (40% vs. 30% en cultivo directo; 38% vs. 14% con láser). Si 

nuestro propósito es no tener que depender del cultivo e inactivación de MEFs 

para realizar nuestros cultivos de células troncales, es necesario investigar más 

en profundidad el uso de matrices extracelulares como soporte. Además, este 

estudio debe completarse evaluando los datos de seguimiento de dichas 

colonias primarias, así como el posterior establecimiento de líneas de mESCs. 
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IV.5.- Whole-blastocyst culture followed by laser drilling technology 
enhances the efficiency of ICM isolation and ESC derivation from good 
and poor-quality mouse embryos: new insights in the derivation of hESC 
lines. JL Cortés, L Sánchez , P Catalina, F Cobo, C Bueno, A Martínez-

Ramírez, A Barroso, C Cabrera, G Ligero, R Montes, R Rubio, A Nieto, P 

Menéndez. Stem Cells and Development, 2008. 17:255-267 
 
 
Esta parte del trabajo ha sido sometida a la siguiente patente internacional: 

Inventores: Pablo Menéndez, José Luis Cortés, Fernando Cobo 

Título: Procedimiento para el aislamiento de la masa celular interna en 

blastocistos de mamíferos 

Nº solicitud de patente de invención: P200701625 

Fecha prioridad: 1/06/2007 

Entidad u organismo titular: Fundación Progreso y Salud 

 

INTRODUCCIÓN: La optimización de los métodos de derivación de hESCs es 

un reto debido a que muchos laboratorios no tienen acceso a embriones 

humanos sobrantes. Además, los estudios de experimentación preliminar, 

realizados directamente sobre embriones humanos, implican un desperdicio de 

este preciado material biológico. Los métodos actuales para aislar la ICM están 

aún en discusión. La ICM es usualmente aislada utilizando una variedad de 

técnicas, que incluyen la inmunocirugía, los mecanismos mecánicos, y el 

cultivo directo del blastocisto. La tecnología láser es usada principalmente para 

reproducción asistida. Como se ha demostrado en el anterior artículo 

presentado en este trabajo doctoral, la técnica del láser ha sido utilizada para 

destruir la ICM de embriones murinos de buena calidad permitiendo el 

aislamiento de la ICM. 

 
OBJETIVO: Nuestro objetivo ha sido desarrollar una nueva estrategia basada 

en la combinación de la técnica de cultivo directo del blastocisto, seguida de la 

destrucción de las células del trofoectodermo adyacentes a la ICM utilizando la 

tecnología láser, buscando mejorar la eficiencia tanto en el aislamiento de la 

ICM como en el establecimiento de las líneas celulares. 
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MATERIAL Y MÉTODOS: Un total de 130 blastocistos murinos han sido 

incluidos en este estudio, que fueron obtenidos en estadio de compactación o 

en estadio expandido. El método de aislamiento de la ICM se adecuó a la 

calidad de los blastocistos. Para este experimento utilizamos tres métodos de 

aislamiento de la ICM: i) el cultivo directo del blastocisto, ii) la tecnología láser, 

y iii) la combinación del cultivo directo del blastocisto seguida de tecnología 

láser. Además, para observar cual de las superficies de crecimiento facilita más 

la adhesión del blastocisto y su crecimiento primario respecto al 

establecimiento de la mESCs, las colonias primarias fueron cultivadas sobre 

MEFs o sobre placas con 0,2% de gelatina. Para demostrar el establecimiento 

de las mESCs realizamos estudios de inmunocitoquímica, diferenciación 

espontánea in vitro (formación cuerpos embrionarios) e in vivo (formación de 

tertomas), así como un análisis citogenético para estudiar si las mESCs sufrían 

algún tipo de alteración cromosómica tras un periodo de cultivo largo.  

El diseño experimental se simplifica en la figura 26: 

 

 
Figura 26: Diseño del experimento 

 

RESULTADOS: El cultivo directo de los blastocistos seguido de un tratamiento 

con láser ofreció resultados más prometedores en el aislamiento de la ICM y 

posterior derivación de mESCs, que el cultivo directo o tecnología láser por 

separado. Además, respecto al método de aislamiento de la ICM, el proceso de 
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derivación de mESCs parece ser dependiente del uso de MEFs como 

superficie de crecimiento. Más importante aún es el hecho de que este nuevo 

método puede ser utilizado en blastocistos de mala calidad, ya que con este 

tipo de blastocistos no podemos utilizar el láser aisladamente como método de 

derivación de ESCs, debido a la imposibilidad de reconocer la ICM. Las mESCs 

derivadas con este nuevo método fueron completamente caracterizadas y 

mostraron una morfología típica de ESCs, un fenotipo indiferenciado (expresión 

de SSEA-1 y Oct-3/4) y fueron capaces de diferenciarse in vitro e in vivo en 

cada una de las tres capas germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo). 

Finalmente, las líneas de ESCs establecidas utilizando esta tecnología no 

presentaron cambios en el cariotipo en los primeros pases de cultivo, aunque 

todas las líneas adquirieron aneuploidías en el cariotipo en cultivos más 

extendidos en el tiempo, sugiriendo que el método usado para la derivación de 

ESCs no parece influir en la aparición de aneuploidias en las ESCs tras cultivos 

sucesivos. Esto concuerda con múltiples estudios anteriores que sugieren la 

ganancia de alteraciones en el cariotipo de las mESCs tras cultivo in vitro a 

largo plazo. 

 

CONCLUSIONES: Aquí demostramos que la eficiencia en la derivación de 

mESCs usando este nuevo método (Cultivo directo apoyado por disparo láser) 

es significativamente superior a la técnica de cultivo directo del blastocisto 

(42% vs. 23%) y la tecnología láser por separado (42% vs. 6%). Respecto al 

soporte utilizado, hemos obtenido mejores resultados utilizando MEFs que 

gelatina. Finalmente, esta nueva tecnología combinada puede abrir nuevas 

perspectivas para la mejora en el proceso de derivación de hESCs, donde la 

mayoría de los embriones utilizados son congelados, y por lo tanto poseen 

mala calidad. 
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IV. 6.- Criterios de Valoración Morfológicos de Oocitos, Embriones 
tempranos y Blastocistos Humanos propuestos por ASEBIR: aplicabilidad 
en embriones crioconservados donados para investigación con células 
madre. JL Cortés, G Ligero, L Sánchez, A Nieto, C Bueno, R Montes, P 

Menéndez. Revista de la Asociación para el Estudio de la Biología de 
Reproducción (ASEBIR). Junio 2008. Vol. 14, nº 1, p 6-13. 

 

INTRODUCCIÓN: La Asociación para el Estudio de la Biología de la 

Reproducción (ASEBIR) ha publicado en sus Cuadernos de Embriología 

Clínica los Criterios de Valoración Morfológicos de Oocitos, embriones 

tempranos y Blastocistos Humanos, buscando poder consensuar los criterios 

de calidad entre todas las clínicas de reproducción asistida españolas. Para la 

evaluación de la calidad embrionaria de aquellos embriones crioconservados 

que han sido donados a investigación, el Centro de Reproducción Asistida 

facilita al Banco Andaluz de Células Madre (BACM) toda la información 

referente a cada embrión; desde la calidad que poseía previo a la congelación, 

el método de congelación utilizado, así como el tiempo que llevan los 

embriones congelados, entre otros datos. 

 

OBJETIVO: Desde el BACM nos hemos sumado a esta propuesta, para ver si 

estos criterios de valoración morfológicos son extrapolables a los embriones 

crioconservados que son donados a nuestro proyecto de investigación para 

derivación de hESCs. 

 

MATERIAL Y MÉTODOS: Los Centros de Reproducción Asistida de donde 

proceden los embriones donados a investigación han facilitado al BACM toda la 

información referente a cada embrión, desde la calidad que poseía previo a la 

congelación, el método de congelación utilizado, así como el tiempo que llevan 

los embriones congelados, entre otros datos. Los embriones fueron congelados 

en estadio de división temprana (Día +2/+3), y fueron clasificados 

cualitativamente por las Clínicas de Reproducción de origen siguiendo los 

sistemas de evaluación de la calidad embrionaria tradicionales, comparándolos 

con los nuevos criterios propuestos por ASEBIR. 
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RESULTADOS: Para realizar nuestros experimentos hemos utilizado 52 

embriones que fueron congelados en estadio de división temprana (D+2 y 

D+3). Diecisiete embriones fueron congelados en Día +2 (33%), mientras que 

35 fueron congelados en Día +3 (67%). En todos los casos se utilizó para 

descongelar el protocolo de descongelación complementario al utilizado para la 

congelación. Cinco embriones fueron congelados por el método de congelación 

ultrarrápida (10%). Los embriones restantes fueron congelados por el método 

de congelación lenta (90%). Para poder derivar nuevas hESC, partimos de 9 

embriones que poseían antes de la congelación calidad I (17%), 32 embriones 

que poseían calidad II (62%) y 11 embriones que poseían calidad III (21%). 

Tras el proceso de descongelación, nuestra evaluación con criterios 

tradicionales dio los siguientes resultados: 5 embriones con calidad I (10%), 23 

embriones con calidad II (44%), 9 embriones con calidad III (17%), 10 

embriones con calidad IV (19%), y tuvimos 5 embriones que se lisaron por 

completo y que no pudieron ser evaluados (10%). Según los nuevos criterios 

propuestos por ASEBIR y tras la descongelación de los embriones obtuvimos 

los siguientes resultados: 2 embriones de categoría A (4%), 4 embriones con 

categoría B (8%), 11 embriones con categoría C (21%), y 30 embriones con 

categoría D (58%). Queremos destacar que en 19 embriones (37%) 

observamos la lisis de alguna blastómera que no comprometió la supervivencia 

de los embriones, pero que se tuvo en cuenta a la hora de reclasificar su 

calidad. De los 52 embriones descongelados, 12 embriones llegaron al estadio 

de blastocisto (23%), siendo en todos los casos embriones descongelados con 

el método de descongelación lenta y en día +3 de desarrollo. Estos blastocistos 

procedían de embriones de categoría A en dos ocasiones (17%), de embriones 

de categoría C en 3 ocasiones (25%) y de embriones de categoría D en 7 

ocasiones (58%). En ninguna ocasión el blastocisto se originó a partir de un 

embrión de categoría B. Respecto a la calidad blastocitaria evaluada con los 

criterios de Gardner, obtuvimos 2 blastocistos con calidad 4AA (17%), 2 

blastocistos con calidad 4BB (17%), 3 blastocistos con calidad 3BB (25%), 4 

blastocistos con calidad 3CC (33%), y un blastocisto con calidad 2BB (8%). 

Atendiendo a la nueva clasificación de ASEBIR obtuvimos un solo blastocisto 

con categoría A (8%), un solo blastocisto con categoría C (8%), y 10 
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blastocistos con categoría D (83%). Ninguno de los blastocistos se evaluó con 

categoría B. 

Los 12 blastocistos fueron liberados de la zona pelucida utilizando ácido Tyrode 

y puestos sobre “feeders” para proceder a la derivación de hESCs. En 7 de los 

blastocistos (58%) se pudo aislar la ICM. 

 

CONCLUSIONES: Desde el BACM confirmamos que la propuesta de ASEBIR 

para estandarizar los criterios de valoración morfológicos de oocitos, embriones 

tempranos y blastocistos humanos es muy positiva y extrapolable en su mayor 

parte a la manipulación de estas células para propósitos diferentes de la 

reproducción, aunque creemos que es necesario publicar un anexo que se 

refiera concretamente a los embriones congelados, y que no sea tan exigente 

con la variable de número de células y ritmo de división. Este anexo específico 

para estos embriones sería útil tanto para el propósito de derivación de hESCs, 

donde la evolución de los embriones al estadio de blastocisto es necesaria, 

como para los programas de criotransferencia que se realicen dentro de los 

Centros de Reproducción Asistida.  
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VII.7.- Mesenchymal stem cells facilitate the derivation of human 
embryonic stem cells from cryopreserved poor-quality embryos. JL 
Cortes, L Sánchez, G Ligero, I Gutierrez-Aranda, P catalina, C Elosua, P 

Leone, R Montes, C Bueno, V Ramos-Mejia, I Maleno, JL García-Pérez, P 

Menendez. Human Reproduction (Submitted) 

 

 

INTRODUCCIÓN: Las hESCs han abierto una nueva área de investigación en 

biomedicina. La eficiencia en la derivación de hESCs a partir de embriones de 

mala calidad es muy baja y es dependiente del uso de fibroblastos 

embrionarios murinos (MEFs) o fibroblastos humanos de prepucio (HFFs). 

 

OBJETIVO: Se pretende optimizar el proceso de derivación de hESCs  a partir 

de embriones de mala calidad. 

 

MATERIAL Y MÉTODOS: En este estudio hemos comparado tres condiciones 

relacionadas con la supervivencia de los embriones tras su descongelación, así 

como la mejora en la eficiencia del proceso de derivación de hESCs: i) 

tratamiento de los embriones con un inhibidor de ROCK Y-27632; ii) el uso de 

células madre mesenquimales humanas (hMSCs) como superficie de 

crecimiento; y iii) La tecnología del láser (LD) como método de aislamiento de 

la ICM. Doscientos diecinueve embriones congelados de mala calidad han sido 

utilizados en este estudio. La mitad de los embriones descongelados fueron 

tratados con Y-27632 (n=110), frente a la otra mitad de  los embriones que no 

fueron tratados (n=109). Los embriones supervivientes que consiguieron el 

estadio de blastocisto (n=50) fueron cultivados sobre HFFs (n=21) o sobre 

hMSCs (n=29). Las técnicas utilizadas para el aislamiento de la ICM fueron el 
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método de cultivo directo del blastocisto (WBC), frente a la combinación del 

WBC y el LD.  

 

RESULTADOS: La supervivencia embrionaria experimentó un incremento del 

52% cuando los embriones se trataron con Y-27632. Las hMSCs facilitaron el 

crecimiento de la colonia primaria y la derivación de hESCs: tres líneas 

pudieron ser derivadas sobre hMSCs (10,3% de eficiencia) mientras ninguna 

hESC pudo ser derivada sobre HFFs (0% de eficiencia). Sin embargo, ni la 

inhibición con iROCK ni el método de aislamiento utilizado mejoró  la eficiencia 

en el establecimiento de nuevas hESCs. Las hESCs derivadas sobre hMSCs, 

denominadas GRA-1, -2, -3 fueron completamente caracterizadas y mostraron 

una morfología típica de hESCs, euploidía, expresión de marcadores de 

superficie y factores de transcripición asociados a ESCs. Además mostraron 

diferenciación a las tres líneas germinales tanto in vitro como in vivo. Estas 

líneas están actualmente mantenidas sobre hMSCs y también se han 

transferido a superficie de crecimiento libre de feeders, mantenidas con medio 

suplementado por hMSCs. 

 

CONCLUSIONES: Nuestros datos sugieren que Y-27632 incrementa la 

supervivencia embrionaria y que las hMSCs facilitan la eficiencia de derivación 

de hESCs a partir de embriones de mala calidad. 
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CAPÍTULO V 
DISCUSIÓN 
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Importancia de un laboratorio de embriología y la presencia de un 
embriólogo en el proceso de derivación de hESCs. 
 

Tradicionalmente, el laboratorio de embriología ha estado enfocado 

siempre para realizar técnicas de reproducción asistida, concretamente dentro 

del campo de FIV. Sin embargo, tras el descubrimiento de las hESCs y su 

contribución en futuras aplicaciones en medicina regenerativa, existen 

numerosos centros de investigación y bancos de tejidos que han introducido 

programas de derivación de hESCs usando embriones congelados sobrantes 

de ciclos de FIV, dando al laboratorio de embriología una nueva perspectiva.  

La derivación de hESCs y el mantenimiento de su viabilidad requieren 

técnicas meticulosas y procesos libres de cualquier contaminación. Este último 

aspecto es crucial en el proceso de derivación de hESCs debido al limitado 

número de embriones disponibles y a la tasa de éxito que se está consiguiendo 

actualmente (Hoffman et al., 2005). 

Las hESCs son obtenidas principalmente de la ICM de los blastocistos. 

En este proceso, las colonias conseguidas con morfología indiferenciada son 

seleccionadas y subcultivadas buscando obtener líneas celulares estables 

fenotípica y genotípicamente, además de estar libres de contaminación. 

Para poder realizar este proceso es importante la figura de un 

embriólogo experto en la manipulación de embriones. Además, se necesitan 

también unas infraestructuras y equipamiento adecuados para poder realizar 

con garantías la derivación de hESCs. Este laboratorio de embriología debe ser 

una estructura organizativa dinámica basada en la aplicación tanto de 

programas de calidad como de bioseguridad. Por lo tanto, el proceso de 

derivación de hESCs debería ser llevado a cabo en un área específica por 

personal cualificado en la descongelación de embriones y posterior evolución al 

estadio de blastocisto. Este propósito es muy similar al realizado en un 

laboratorio de FIV, aunque existen diferencias claras en el destino final de los 

embriones, si lo comparamos con el laboratorio de embriología propuesto para 

un centro de investigación dedicado a derivar hESCs. Además, para realizar la 

manipulación de embriones destinados a derivar hESCs para una futura 

aplicación terapeútica se necesitarían salas blancas procurando una 

manipulación del material biológico aséptica, trabajando además con un 
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sistema de monitorización ambiental que reduzca el riesgo de contaminación 

(Cobo et al., 2005, 2006a, 2006b). Estas diferencias impiden la extrapolación 

de los consejos propuestos por las diferentes guías, publicadas por las 

principales Asociaciones Internacionales de Reproducción Asistida, al 

laboratorio de embriología propuesto para la derivación de hESCs. 

  

Recuperación de embriones sobrantes de ciclos de FIV para investigación 
con células madre: experiencia en el Banco Andaluz de Células Madre. 
 
 Actualmente, existe una discusión extensa acerca de los aspectos éticos 

del uso de los embriones humanos para investigación con células madre 

(Edwards, 2005; ESHRE Taskfore on Ethics and Law, 2002; McLaren, 2001). 

Parte de esta discusión expresa el intenso debate público que existe sobre los 

aspectos éticos y demás implicaciones que ofrecen las técnicas de FIV y los 

procesos derivados de las mismas (Edwards y Beard, 1997). En los 

tratamientos de FIV, el número de embriones generado excede la mayoría de 

las veces del necesario para satisfacer el deseo de maternidad de una pareja, 

haciendo de los embriones sobrantes de estos ciclos, una fuente de material 

biológico sin precedentes para poder llevar a cabo investigaciones con células 

madre. En el año 2003, la Asociación Norteamericana SART-RAND estimó en 

400.000 los embriones congelados en Estados Unidos tras consultar a 430 

clínicas de reproducción (Hoffman et al., 2003; Kaiser Network, 2007). En el 

mismo año, se estimó que en España había 100.000 embriones congelados 

tras consultar a 203 clínicas de reproducción. Aún siendo un país de gran 

tradición católica, España actualmente disfruta de una legislación permisiva y 

un buen ambiente ético respecto al uso de embriones sobrantes de ciclos de 

FIV para su destino a investigación con células madre (Ley 14/2006, Ley 

14/2007).  

 Los bancos de líneas celulares necesitan derivar nuevas hESCs  para la 

distribución internacional de las mismas, y como material para sus proyectos de 

investigación propios. 

 Hemos examinado el interés de 97 parejas sometidas a una entrevista 

donde se buscaba que tomaran una decisión acerca del destino de sus 

embriones congelados. En este estudio, casi la mitad de las parejas 
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entrevistadas optaron por la donación de sus embriones a investigación, frente 

a un 2.8% en el estudio realizado por SART-RAND.  

Aunque nuestro objetivo y el de SART-RAND publicado en 2003 han 

sido claramente diferentes, nuestros resultados han contrastado en gran 

medida con los que obtuvo esta Asociación Norteamericana. En nuestra 

opinión, existen razones que explicarían estas diferencias (Tabla 6). 

 

a) El objetivo principal del estudio realizado por SART-RAND fue 

determinar, mediante un cuestionario, el número de embriones que 

serían destinados a investigación. En cambio, nuestro objetivo fue 

conocer el número de embriones congelados durante más de 3 años 

y la tasa de embarazo conseguida. 

b) El estudio de SART-RAND se llevó a cabo mediante el envío postal 

de un cuestionario. En vez de eso, nuestro estudio se llevó a cabo 

mediante una entrevista personal formal. Encontramos que esta 

estrategia ayudó a las parejas a resolver sus dudas tanto en los 

aspectos éticos como científicos. Estas entrevistas se realizaron de 

manera objetiva, evitando el riesgo de ser persuasivos para facilitar 

la donación a la investigación. 

c) La encuesta realizada por SART-RAND incluyó a parejas en 

diferentes pasos dentro del proceso de FIV, incluyendo parejas que 

aún no se habían sometido a la intervención, así como parejas en 

pleno proceso de tratamiento. Este hecho se tradujo en que la 

mayoría de las parejas optaron por seguir conservando sus 

embriones congelados para poder disponer de ellos en un futuro. Sin 

embargo, en nuestro estudio, las 97 parejas llevaban con los 

embriones congelados más de 3 años. Llegados a este punto, 

aproximadamente el 35% de las parejas tenían niños, y cerca del 

30% de ellas obtuvieron gemelos, mientras que sólo unas pocas 

tuvieron trillizos.  
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Tabla 6: Razones potenciales que explican las diferencias en el programa de 

donación de embriones a investigación con hESCs entre nuestro estudio y el 

publicado por SART-RAND. 
Razones posibles para la 
diferencia entre estudios Hoffman et al. (2003) Estudio del BACM 

Porcentaje de embriones 
donados a investigación 2.8% 45% 

Propósito del estudio 

1.-Determinar el número de 
embriones almacenados en 

las clínicas de EEUU 
 

2.-Determinar posteriormente 
el porcentaje de parejas que 
donarían sus embriones a 
investigación con hESCs 

Determinar el número de 
parejas que donarían sus 
embriones a investigación 

con hESCs partiendo de una 
cohorte de pacientes con 

embriones congelados 
durante más de 3 años 
conociendo la tasa de 

embarazo. 
Tipo de comunicación entre 

las clínicas de FIV y las 
parejas 

Cuestionario enviado a las 
parejas Entrevista personal 

Estrategia para reducir la 
confusión sobre aspectos 

éticos y científicos 
No evaluado 

Presencia durante la 
entrevista de un embriólogo 
experto supervisado por el 

responsable de la clínica de 
reproducción 

Tiempo transcurrido para el 
reestablecimiento del 

contacto con las parejas 

Antes o justamente después 
de haberse realizado el ciclo 

FIV 

3-4 años después de la 
congelación de los embriones 

sabiendo que la tasa de 
embarazo rondaba el 40% 

 

Como fue lógico, estas circunstancias hicieron que la donación de los 

embriones sobrantes a investigación fuera más factible. De hecho, nosotros 

sospechamos que si en el estudio llevado a cabo por SART-RAND se hubiera 

optado por una entrevista personal, habrían aparecido parejas con embriones 

de más de 3 años de congelación, que habrían donado sus embriones a 

investigación, y los resultados habrían sido más próximos a los obtenidos en 

nuestro estudio. Además, aunque la donación de embriones frescos a 

investigación está prohibida en muchos países, un estudio realizado en Suecia, 

donde este proceso sí está permitido, encontró una gran proporción de parejas 

(92%) que prefirieron donar los embriones que carecían de calidad necesaria 

para ser transferidos o congelados a investigación antes de que fueran 

destruidos (Bjuresten y Hovatta, 2003). Por esta razón, si hubiera un cambio de 

legislación en España, sería posible acceder a embriones frescos descartados 

por su mala calidad como fuente de material biológico para investigación. 
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Conexión entre la medicina reproductiva y la investigación con hESCs: 
necesidad de ajustar el marco legislativo a las actuales expectativas y a 
las posibles consecuencias perjudiciales que la investigación con hESCs 
podría conllevar. 
 
 Como hemos mencionado en el apartado 1 de esta discusión, la 

presencia de un embriólogo en un centro de investigación o banco de líneas 

celulares es importante para derivar hESCs. En nuestra experiencia, los 

embriólogos expertos con muchos años de experiencia en reproducción 

asistida, y que han cambiado su carrera profesional para realizar investigación 

básica/terapéutica con hESCs van a necesitar un periodo de adaptación a nivel 

legislativo. Desafortunadamente, en muchas circunstancias, estos embriólogos 

que han trabajado bajo un ambiente clínico pierden su motivación científica al 

comenzar a trabajar en investigación básica y se formulan preguntas 

concernientes a lo que ellos piensan que es una extremadamente rigurosa 

legislación al respecto para poder realizar diariamente su trabajo. Brevemente, 

desde una perspectiva ética y moral, el embriólogo clínico destaca que ellos 

son capaces de realizar su trabajo de reproducción asistida sin necesidad de 

utilizar salas GMP y con menos regulación a nivel legislativo, consiguiendo el 

nacimiento de niños sanos. Estos embriólogos consideran que debido a vacíos 

éticos y legales, la investigación con hESCs está regulada de manera muy 

estricta y que están obligados a trabajar bajo rigurosas y exhaustivas 

regulaciones con los mismos requerimientos aplicados a todo el tejido 

embrionario.  

La Directiva 2004/23/EC cubre tanto a las clínicas de FIV como a los 

bancos de tejidos. En los primeros borradores de la Directiva se observaron 

unos requisitos de calidad muy exigentes, sobre todo con respecto a la calidad 

del aire tipo A de las salas GMP donde se iban a manipular estos tejidos y 

células. Esta Directiva ha sido evaluada por profesionales envueltos en 

reproducción asistida, criticando el impacto que sufrirían las clínicas de 

reproducción si tuvieran que cumplir todas las exigencias de la Directiva 

(Mortimer, 2005). Estas críticas son, en nuestra opinión, pragmáticas tanto 

desde un punto de vista financiero como político, ya que este tipo de 

requerimientos se traduciría en una gran inversión de adaptación de los 
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laboratorios, que conllevaría el encarecimiento de los ciclos de FIV. Muchas 

parejas no podrían permitirse el gasto monetario para realizarse el ciclo, con lo 

que disminuiría la demanda, y muchas clínicas de reproducción tendrían la 

obligación incluso de cerrar. 

Las hESCs están llegando a ser una herramienta biológica sin 

precedentes, no sólo para terapia celular, sino en investigación básica en el 

campo de la embriología humana, modelos de enfermedad, efectividad de 

drogas e investigación con cáncer (Bueno et al., 2008). La Directiva Europea 

sólo cubre la investigación cuando va a tener una aplicación directa en 

humanos, y no regula los tipos de investigación básica descritos arriba. Esto 

sugiere que hay una necesidad urgente de establecer comités que regulen el 

desarrollo de políticas de responsabilidad.  

En el momento que la investigación con hESCs tenga una aplicación 

terapéutica para transplante alogénico, decenas e incluso miles de pacientes 

van a estar expuestos a riesgo de contaminación cruzada debido al transplante 

con este tipo de células (Braude et al., 2005), lo que sugiere que la seguridad y 

calidad del proceso tiene que ser demostrada antes de iniciarse, para que se 

produzca un verdadero beneficio en el paciente. Por el contrario, en una clínica 

de reproducción asistida que tiene puesto a punto un programa de donación de 

embriones, esta donación sería para un número mucho menor de pacientes. 

Por ello, existen algunas cuestiones que deberían ser analizadas 

minuciosamente para confirmar si estas regulaciones pueden ser usadas para 

medicina reproductiva, para investigación con hESCs, o para ambas. 

Aunque el número de hESCs se ha incrementado considerablemente en 

los dos últimos años, pocas líneas han sido completamente caracterizadas, lo 

que hace que no tengan la seguridad y eficacia necesarias para poder ser 

utilizadas (Braude et al., 2005). Hasta ahora, la mayoría de las hESCs 

establecidas no han sido cultivadas en condiciones para ser utilizadas en 

aplicación en humanos. Incluso los embriones de los que provienen estas 

hESCs carecen de condiciones de cultivo adecuadas para transplante en 

muchas ocasiones. Nosotros pensamos que el uso prematuro de una terapia 

celular utilizando hESCs pondría a muchos pacientes en riesgo de sufrir 

enfermedades virales y priónicas (Cobo et al., 2005, 2008).  
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En nuestra opinión, debe existir un periodo de adaptación en aquellos 

embriólogos expertos en reproducción que ahora están envueltos en 

investigación con hESCs. En esta adaptación, estos embriólogos deben 

comportarse como auténticos manipuladores de tejido destinado a ser 

transplantado, y este hecho es el que conlleva que operen según unas reglas 

legales más estrictas. Sin embargo, aunque deben existir unas mínimas reglas 

para la investigación básica con hESCs, no deben ser tan estrictas en este 

campo, ya que harían el proceso más lento y dificultoso, además de provocar 

que muchos laboratorios no puedan realizar este tipo de estudios, al no poder 

hacerse cargo de la inversión que exige la Directiva. 

 

Evaluación de una técnica láser para el aislamiento de la ICM de 
blastocistos de ratón. 
 
 Tras los resultados obtenidos en este primer estudio piloto, donde 

hemos evaluado la utilización de un nuevo modelo de derivación de ESCs en 

modelo murino utilizando la técnica láser, publicada por primera vez por el 

grupo de Palermo (Tanaka et al., 2006), observamos que el método de cultivo 

directo del blastocisto propuesto por Kim (Kim et al., 2005) fue más efectivo 

que la técnica láser respecto al grado de adhesión y aislamiento de la ICM 

(70% versus 52,4%). Teniendo en cuenta que para este estudio utilizamos la 

técnica láser solamente para los blastocistos de buena calidad, y que la única 

desventaja del  método de cultivo directo es el riesgo de que las células del 

trofoectodermo enmascaren a las de la ICM (Bongso et al., 1994), somos de la 

opinión de que la técnica láser es aún susceptible de ser mejorada. Además, 

pensamos que es importante tener en cuenta la calidad de los blastocistos 

murinos para seleccionar el método de derivación más adecuado para poder 

extrapolarlo en un futuro al modelo humano. 

 Por otra parte, independientemente del método de aislamiento de la ICM 

utilizado, es una opinión generalizada que las hESCs derivadas sobre MEFs no 

deben ser utilizadas para una futura aplicación terapéutica. Este hecho ha 

animado a diversos grupos de investigación a crecer las células sobre células 

alimentadoras humanas (Genbacev et al., 2005), células inmortalizadas (Park 

et al., 2004), células alimentadoras que provienen de hESCs (Stojkovic et al., 
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2005) y el cultivo en MatrigelTM (Amit et al., 2003). En este estudio piloto 

nosotros encontramos mejor tasa de adhesión cuando usamos MEFs frente al 

uso de gelatina utilizando al técnica de láser (80% versus 27,3%). Usando el 

método de cultivo directo del blastocisto obtuvimos mejor tasa de adhesión 

usando gelatina, pero con una diferencia muy pequeña respecto al uso de 

MEFs (66,7% versus 75%). Si uno de nuestros propósitos es no tener que 

depender del cultivo e inactivación de células alimentadoras para mantener los 

cultivos de células madre, debemos incrementar nuestros esfuerzos en 

conseguir un cultivo de calidad sobre superficies de crecimiento libres de 

células. Además, el uso de MEFs puede presentar riesgos especiales de 

contaminación microbiológica en el cultivo de hESCs (Ej. micoplasmas, 

bacterias, levaduras y hongos) (Stacey et al., 2006). Del mismo modo, la 

contaminación viral de células alimentadoras es un riesgo común en todos los 

productos biotecnológicos derivados de líneas celulares, independientemente 

del origen de las especies (Cobo et al., 2006b). 

 

El cultivo directo del blastocisto seguido de tecnología láser mejora la 
eficiencia en el aislamiento de la masa celular interna y en el 
establecimiento de una línea celular a  partir de embriones de buena y 
mala calidad. 
 

Profundizando en los resultados preliminares obtenidos en el 

experimento piloto discutido en el apartado anterior, el Banco Andaluz de 

Células Madre ha seguido aunando esfuerzos con el objetivo de optimizar 

nuevos métodos de derivación de hESCs que aumenten la eficiencia de 

derivación. La mejor manera teórica de realizar estas innovaciones sería 

utilizando embriones humanos. Sin embargo, esto representa un reto científico 

y logístico por diversas razones: 

a) Muchos países europeos, así como Estados Unidos tienen regulaciones 

estrictas respecto al uso de embriones para investigación, y que les 

impiden desarrollar proyectos de investigación (Ej. derivación de hESCs 

utilizando tecnologías innovadoras). 

b) Muchos laboratorios no tienen acceso a embriones sobrantes de ciclos 

de FIV. 
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c) El uso de embriones humanos implicaría una gran pérdida de material 

biológico muy preciado cuando aún no se sabe la eficiencia de las 

nuevas estrategias de derivación. 

Aunque existen diferencias entre la embriogénesis de ratones y 

humanos, los experimentos en modelo murino podrían ser extrapolados al 

modelo humano. En nuestro caso podrían dar respuesta a nuevas estrategias 

para derivar hESCs.  

En este experimento desarrollamos una nueva estrategia basada en la 

combinación del cultivo directo de los blastocistos seguida de la destrucción de 

las células del trofoectodermo mejorando la eficiencia de aislamiento de la ICM 

y derivación de ESCs. Hemos demostrado que estos dos parámetros son 

significativamente superiores utilizando esta técnica que utilizando el cultivo 

directo del blastocisto y la tecnología láser como métodos aislados. Debemos 

apuntar que nuestra eficiencia de derivación no es la más alta del panorama 

científico, superada por los estudios de otro grupo (Bryja et al., 2006a, 2006b). 

Aparte de que nuestro estudio difiere del de Bryja en el uso de distintas cepas 

de ratón, nuestra menor tasa de derivación también es debida al uso de 

distintos enfoques técnicos. Nuestro objetivo fue innovar con un nuevo método 

físico basado en la utilización del láser y no evaluar medios y condiciones de 

cultivo diferentes. Además, en este experimento hemos querido tener en 

cuenta la calidad de los blastocistos para plicar la técnica del láser. Hemos 

querido optimizar y comparar nuestra nueva tecnología en blastocistos de 

buena y mala calidad, buscando si en blastocistos de mala calidad se podría 

aumentar la eficacia en el aislamiento de la ICM y derivación de ESCs, 

teniendo en cuenta que estos blastocistos no pueden ser utilizados con otros 

métodos de derivación.  

Nosotros pensamos que además del método de aislamiento de la ICM, 

la calidad del blastocisto representa un factor clave en la tasa de derivación de 

ESCs. Somos además conscientes de que los blastocistos humanos 

disponibles para derivación de hESCs son de mucha peor calidad que los 

blastocistos de ratón, lo que explica que las tasas de derivación de hESCs 

publicadas por distintos grupos sean extremadamente bajas (Findikli et al., 

2006), pero también tenemos que tener en cuenta que en muchos países estos 

embriones sobrantes de ciclos de FIV tienen que ser congelados o 
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directamente descartados sin que puedan ser usados para derivación de 

hESCs (Jones et al., 2006, Cortes et al. 2007). Todo lo dicho hasta ahora indica 

que en raras ocasiones se tiene en cuenta la calidad de los blastocistos antes 

de tomar la decisión de que método de derivación es el más adecuado (Kim et 

al., 2005). 

Independientemente de la calidad del blastocisto y del método de 

derivación usado, el establecimiento y mantenimiento de ESCs parece ser 

dependiente del uso de células alimentadoras como superficie de crecimiento 

(Bryja et al., 2006a, 2006b). La necesidad de células alimentadoras para la 

derivación de ESCs ha sido previamente documentada. Sin embargo, muchas 

ESCs pueden ser mantenidas en ausencia de cualquier clase de células 

alimentadoras. En un intento de ganar conocimientos en la pregunta de por que 

las ESCs no pueden ser derivadas sin MEFs (Bryja et al., 2006a, 2006b), 

quisimos comprobar si era posible crecer la células en una superficie libre de 

células. Nuestros datos sugirieron que, ndependientemente del método de 

derivación utilizado y la calidad de los blastocistos, la proporción de 

blastocistos que se adhieren a la superficie fue del 74% en MEFs frente al 66% 

en gelatina, consiguiendo destrucción del trofoectodermo, aislamiento de la 

ICM, siendo capaces de crecer durante 1-3 pases. Debido a que no hubo 

diferencias significativas, proponemos que la gelatina puede ser una superficie 

adecuada para la adhesión inicial y desarrollo temprano de las colonias 

primarias. Sin embargo, tras 1-3 pases, las colonias siguen creciendo sobre 

MEFs consiguiéndose en los casos descritos colonias de hESCs. Sin embargo, 

en gelatina las ICM interrumpen su crecimiento y comienzan a degenerar tras 

1-3 pases. Teniendo esto en cuenta, parece que el cultivo en MEFs es 

requerido para la expansión y mantenimiento de las colonias de hESCs, 

aunque respecto a la adhesión de la ICM sí que es independiente de la 

superficie de crecimiento utilizada. Esto ha sido demostrado recientemente 

(Bendall et al., 2007). Este trabajo muestra que el mantenimiento de hESCs 

sobre superficies libres de células alimentadoras depende de una interrelación 

dinámica entre estas células y otras derivadas de ellas con aspecto 

fibroblástico, estableciendo lo que se ha denominado como nicho de células 

madre. 
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Desde nuestro punto de vista, la contribución mayor de este estudio es 

el hecho de que esta nueva técnica de combinación del cultivo directo del 

blastocisto con la tecnología láser puede ser aplicada equitativamente con éxito 

tanto para embriones de buena y mala calidad. Estos últimos no pueden ser 

usados solamente con la técnica de disparo láser debido a la imposibilidad de 

distinguir la ICM. Este avance tecnológico permitiría el aprovechamiento de 

blastocistos humanos de mala calidad para derivación de hESCs, y que en la 

actualidad son descartados para este fin. 

Finalmente, el cultivo prolongado de mESCs (Liu et al., 1997) y de 

hESCs (Draper et al., 2004; Menendez et al., 2005; Cowan et al., 2004; Inzunza 

et al., 2004, Imreh et al., 2006) está asociado con cambios en el cariotipo, 

aunque queda dilucidar si estos cambios de estabilidad genética son 

dependientes del método de derivación utilizado. En este estudio hemos 

analizado si el cultivo directo del blastocisto y la tecnología láser hacen a las 

ESCs más vulnerables a cambios cariotípicos tras cultivo prolongado. Todas 

las líneas derivadas en este estudio obtuvieron un cariotipo aneuploide tras un 

periodo de cultivo prolongado, independientemente del método de derivación 

utilizado, sugiriendo que este no parece influenciar la estabilidad genética. 

Como ha sido descrito por otros grupos (Liu et al., 1997), la trisomía 8 es la 

anormalidad más frecuente que hemos encontrado en nuestras líneas 

derivadas utilizando cultivo directo del blastocisto. Sin embargo, utilizando la 

tecnología láser las líneas derivadas mostraron ganancias en los cromosomas 

1 y 2, pero nunca mostraron trisomía del cromosoma 8. Futuros estudios 

podrán dar explicación a estas diferencias.  

 

Criterios de Valoración Morfológicos de Oocitos, Preembriones 
tempranos y Blastocistos Humanos propuestos por ASEBIR: aplicabilidad 
en preembriones crioconservados donados para investigación con 
células madre. 
 

La calidad embrionaria ha sido un factor muy a tener en cuenta en el 

BACM. En este estudio hemos intentado comparar la calidad embrionaria de 

los embriones antes y después de la congelación, siguiendo los criterios 

tradicionales, con la clasificación que tendrían estos embriones utilizando los 
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nuevos criterios de ASEBIR, con el fin de observar si esta nueva clasificación 

es extrapolable a los criterios de calidad embrionaria que se deducen serían 

necesarios para derivar una línea de hESCs. Para poder realizar esta 

comparación hemos tenido que obviar y transformar algunos términos que sólo 

son aplicables al campo reproductivo: 

i) Derivación de hESCs en vez de capacidad de implantación 

ii) Día de descongelación en lugar de día de transferencia 

Además, hemos observado que en los nuevos criterios de valoración de 

ASEBIR no se contempla información sobre los embriones congelados, no 

atendiéndose por tanto a la posibilidad de que alguna blastómera resulte lisada 

durante el proceso de descongelación. De esta manera y según el sistema de 

graduación de ASEBIR, la categoría A sería para el embrión de óptima calidad 

con máxima capacidad de derivar a hESCs, la categoría B de buena calidad 

con elevada capacidad de derivar a hESCs, la categoría C de calidad regular 

con una probabilidad de derivar a hESCs media/baja, y la categoría D para el 

embrión de mala calidad con una probabilidad de derivar a hESCs baja/nula. 

Este hecho nos hace sospechar que algunos embriones que hubieran podido 

tener categoría A ó B previo a la congelación, pasaron a embriones de 

categoría C ó D al ser descongelados. 

Con respecto a los parámetros morfológicos a evaluar por ASEBIR en el 

estadio de D+2 y D+3, vimos concordancia entre los diferentes criterios de 

valoración en todas las variables consideradas, excepto en la que se refiere a 

número celular y ritmo de división. Aunque la hora de la congelación no es un 

dato que nos hayan facilitado los Centros de Reproducción, obviamos que 

estuvo en todos los casos dentro de los intervalos de observación 

recomendados por ASEBIR, siendo en D+2: 44-47 horas post-inseminación, y 

en D+3: 67-71 horas post-inseminación.  

Nos ocurrió lo mismo a la hora de comparar los distintos criterios de 

valoración de la calidad cuando observamos el estadio de blastocisto. Mientras 

que vimos concordancia a la hora de evaluar las variables consideradas por 

ASEBIR como el aspecto de la zona pelucida, aspecto y tamaño de la ICM y 

del trofoectodermo, y el grado de expansión, cuando evaluamos el día de 

organización del blastocisto pudimos comprobar que algún embrión que 

alcanza una calidad blastocitaria óptima respecto a las demás variables, pasó a 
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ser categoría C solamente porque se organizó en blastocisto en D+6, en lugar 

de en D+5.  

Además, el hecho de que todos los embriones que llegaron a blastocisto 

fueran congelados en día +3 corrobora los estudios reproductivos en los que 

mantener en cultivo los embriones un día más antes de la crioconservación 

(Día+2 vs. Día+3) permite seleccionar mejor la calidad de estos (Sifer et al., 

2006). Esto puede tener implicaciones importantes para la selección de 

embriones congelados destinados a derivar hESCs. 

La tasa de éxito en la derivación de hESCs sigue siendo baja 

actualmente, necesitándose un gran número de embriones para poder derivar 

un número bajo de líneas establecidas y caracterizadas, sobre todo cuando los 

embriones a los que se puede optar son los sobrantes de las técnicas de 

reproducción asistida, y que, por tanto, no fueron prioritarios a la hora de 

realizar la transferencia. Este hecho ha dado lugar a que muchos grupos de 

investigación inmersos en la derivación de hESCs utilizando tanto embriones 

frescos como congelados, comiencen a tener en cuenta la calidad embrionaria 

de estos embriones (Zhang et al., 2006; Lerou et al., 2008). 

 

Las células madre mesenquimales humanas facilitan la derivación de 
células madre embrionarias humanas a partir de embriones congelados 
de mala calidad 
 

 Este estudio ha examinado el uso de inhibidor de ROCK Y-27632 y de 

hMSCs como feeders respecto a la supervivencia embrionaria post-

descongelación y la eficiencia en la derivación de hESCs utilizando un amplio 

número de embriones humanos de mala calidad que llevaban congelados 

desde 4 a 13 años. Además, dos métodos de aislamiento de la ICM (WBC solo 

frente una técnica combinada de WBC seguida de LD) fueron comparados 

utilizando la cohorte de embriones humanos. 

 El tratamiento de embriones congelados con Y-27632 incrementó un 

52% la supervivencia embrionaria. El inhibidor Y-27632 ha sido recientemente 

utilizado para mejorar la supervivencia de hESCs en suspensión, tanto 

disociadas y como congeladas (Watanabe et al., 2007; Martin-Ibañez et al., 

2008; Li et al., 2008, 2009). El grupo de Li ha propuesto recientemente un 
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mecanismo de acción para Y-27632, donde parece aumentar la supervivencia 

de hESCs no sólo por decrecer el nivel de apoptosis, sino porque parece estar 

relacionado con  el incremento de la adhesión celular. Sin embargo, hasta 

donde llega nuestro conocimiento, no existen estudios determinado si Y-27632 

también mejora la supervivencia de embriones humanos congelados. Nosotros 

observamos un 52% de incremento en la supervivencia, lo que abre nuevas 

vías de investigación a investigadores no solo en el campo de las hESCs, sino 

también en el campo de la medicina reproductiva, donde el uso de Y-27632 

podría utilizarse en los protocolos de cultivo embrionario en las clínicas de 

reproducción. 

 En este estudio también demostramos por primera vez que el uso de 

hMSCs mejora la eficiencia de derivación de hESCs a partir de embriones de 

mala calidad comparándolo con el uso de HFFs (10,5% frente a 0%). Tres  

líneas de hESCs (GRA-1, GRA-2 y GRA-3) fueron derivadas sobre hMSCs. 

Estas líneas han sido completamente caracterizadas y mostraron una 

morfología típica de hESCs, euploidía, expresión de marcadores de superficie y 

factores de transcripición asociados a ESCs. Además sufrieron diferenciación a 

las tres líneas germinales tanto in vitro como in vivo. 

 La optimización de los métodos de derivación de hESCs es conveniente 

debido a que existe un número limitado de embriones humanos disponibles y, 

en muchos países sólo se puede disponer de embriones congelados sobrantes 

de ciclos de IVF (normalmente con una calidad subóptima). En nuestros 

experimentos, ni la técnica de descongelación, ni el tratamiento con Y-27632, ni 

el aislamiento de la ICM ha influenciado en la eficiencia de derivación de 

hESCs. Al contrario de los anteriores experimentos realizados en modelo 

murino, la tecnología láser no ofrece ninguna ventaja sobre el método de WBC 

cuando utilizamos embriones congelados humanos de mala calidad. 

 Los mecanismos celulares y moleculares relacionados con el papel de 

las hMSCs en la mejora de la eficiencia de derivación de hESCs necesitan ser 

investigadas. Las vías de señalización que que regulan el desarrollo 

embrionario y promueven el establecimiento de ESCs son aún desconocidas. 

Sin embargo, existen vías de desarrollo que incluyen Sonic Hedgehog, Notch, 

Wnt y BMP que podrían ser buenas candidatas (Bailey et al., 2007; Bueno et 

al., 2007). De hecho, un número de factores solubles producidos por células 
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madre mesenquimales estromales junto con nuevas actividades de expansión 

de células madre ha sido recientemente identificado como parte de las vías 

asociadas con la inducción a mesodermo (Hutton et al., 2007).  

 Anteriormente, nuevas hESCs habían sido establecidas a partir de 

embriones frescos sobre HFFs (Hovatta et al., 2006; Inzunza et al., 2003). Sin 

embargo, creemos que este ha sido el primer estudio prospectivo comparando 

dos tipos distintos de feeders buscando mejorar la tasa de derivación de 

hESCs a partir de embriones congelados de mala calidad. 

 El cultivo expandido de hMSCs soporta de manera muy efectiva a las 

células madre hematopoyéticas en ensayos de larga duración, así como facilita 

su diferenciación a línea mieloide, eritroide, megacariocítica, osteoblástica, o de 

líneas B-celulares, incluso en la ausencia de citoquinas añadidas (Cheng et al., 

2003). En relación con el origen mesodérmico de las hMSCs, nosotros 

pensamos que las hESCs derivadas sobre hMSCs pueden ser más 

susceptibles a diferenciación hacia ltejidos de la línea germinal mesodérmica 

(Ledran et al., 2008). De hecho, datos preliminares muestran una mayor 

frecuencia de latido en colonias de hESCs destinadas a formación de EBs, en 

comparación con otras líneas establecidas en otra superficie de crecimiento 

distinta a las hMSCs. Estudios más profundos se están realizando actualmente 

en nuestro laboratorio. 
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1. Para realizar las campañas de captación de embriones destinados a 

investigación, pensamos que una entrevista personal con las parejas es 

mucho más eficaz que la cumplimentación de un cuestionario. Con esta 

medida se encuentra una solución a las posibles dudas tanto científicas 

como éticas que les puedan surgir a dichas parejas. 

 

2. Nuestra tasa de donación de embriones a investigación se ha 

aproximado mucho al 50% de las parejas consultadas, muy por encima 

de la encontrada en Estados Unidos, que no ha llegado al 3%. 

 

3. Deben existir distintas regulaciones legislativas de acuerdo al tipo de 

manipulación embrionaria realizada, siendo muy restrictiva sólo cuando 

la aplicación del material biológico sea una futura terapia celular. 

 

4. Un embriólogo que ha adquirido su experiencia en un centro de 

reproducción asistida tiene que sufrir un cambio de actitud al entrar a 

formar parte de un centro de investigación básica. Este cambio es más 

acusado cuando se habla de manipulación de embriones humanos para 

obtención de hESCs, debido a mayores restricciones éticas y legales, 

así como al compromiso de seguridad biológica estipulado para una 

futura aplicación clínica. 

 

5. En la búsqueda de nuevas metodologías de derivación de hESCs, 

hemos puesto a punto la técnica láser para aislamiento de las células de 

la ICM en blastocistos de ratón. Esta técnica depende estrechamente de 

la calidad blastocitaria, por lo que no sería aplicable a blastocistos 

murinos de mala calidad. 

 

6. Hemos descubierto una nueva técnica de combinación del método de 

cultivo directo del blastocisto ayudado de la tecnología láser. Esta 

combinación de métodos, demostrada en un modelo murino, permite 

conseguir líneas de mESCs a partir de blastocistos de mala calidad, 

donde la ICM es muy pequeña o prácticamente indistinguible. 
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7. Hemos observado que el establecimiento de las mESCs es dependiente 

de la superficie de crecimiento utilizada, siendo solamente eficaz el 

cultivo sobre MEFs, al compararlo con el cultivo sobre gelatina. 

 

8. La caracterización de todas las líneas establecidas mediante este 

método mostró que, tras cultivo prolongado, las mESCs derivadas con 

este método presentan anomalías cromosómicas que no son típicas de 

otras mESCs derivadas por otros métodos. 

 

9. Respecto a la derivación de nuevas hESCs a partir de embriones 

humanos congelados de mala calidad, hemos observado que la 

derivación sobre hMSCs es más eficiente que cuando se utilizan HFFs. 

 

10.  El uso de un inhibidor de ROCK (Y-27632) mejora la tasa de 

supervivencia de los embriones humanos congelados de mala calidad, 

pero no influye en la eficiencia de derivación de hESCs. 

 

11.  El método de aislamiento de la ICM utilizando la tecnología láser no 

mejora la eficiencia de derivación de hESCs utilizando embriones 

humanos congelados de mala calidad. 

 

12.  Se han derivado tres líneas hESCs, denominadas GRA-1, -2 y -3, que 

han sido completamente caracterizadas, y que han sido depositadas en 

el Banco Nacional de Líneas Celulares. 
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