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❙ Introducción
La ingeniería tisular puede definirse como la utilización

combinada de células, biomateriales y factores bioquímicos
para reparar tejidos lesionados o enfermos. Es un campo
interdisciplinar que aplica los principios de la ingeniería y
de la biología para el desarrollo de sustitutos biológicos
que restauren, mantengan o mejoren la función tisular [1-
3]. Actualmente la ingeniería tisular combina el aporte de
células, indiferenciadas o no, que se colocan sobre una ma-
triz a la cual se pueden añadir factores que aceleren su pro-
liferación e indiferenciación para ser trasplantadas a la es-
tructura dañada y conseguir su regeneración. También las
células se pueden tratar en el laboratorio para que liberen
sustancias beneficiosas para la reparación de los tejidos.

La ingeniería tisular comprende la combinación de célu-
las vivas, en un molde, para reproducir una estructura tridi-
mensional tisular que sea funcional y semejante al tejido
que debe reemplazar. Se han utilizado diferentes estrategias
combinando matrices biocompatibles, factores de creci-
miento, trasplantes celulares y terapias de liberación génica
[4], cuyo objetivo final es recapitular la estructura y la fun-
ción del tejido original. Por su parte, los criterios que se de-
ben seguir son [5,6] producir un número suficiente de célu-
las y tejido para conseguir la reparación completa,
mantener y diferenciar las células hacia el fenotipo correc-
to, asegurar que tanto las células como los tejidos adoptan
la organización tridimensional necesaria y producen matriz
extracelular. A veces, se requieren moldes biorreabsorbibles
hasta que las células son capaces de producir su propio me-
dio. Además, las células y los tejidos deben adaptarse e in-
tegrarse a las demandas del tejido que van a reparar, conse-
guir una integración completa y una vascularización
adecuada con el tejido local y, siempre, hay que valorar el
riesgo de un rechazo inmunológico. 
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❙ ORIGINAL

Abstract
Tissue engineering in orthopedic surgery is becoming increasingly popular, and its clinical application is a fact
though the true possibilities of the technique are not known. Matrixes were initially used, followed by growth
factors and, more recently, cultured cells or cells obtained from bone marrow aspirates. A review is made of
the characteristics of pluripotent mesenchymal cells and their clinical applications. 
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Estos tres aspectos, células, factores de crecimiento y se-
ñales, junto con la estabilidad mecánica del propio ambien-
te constituyen lo que Giannoudis et al [7] han denominado
el concepto de diamante. Tres aspectos biológicos controla-
dos en su vértice por la mecánica. No podemos olvidar que
la reparación ósea es sensible a la estabilidad mecánica. La
ley de Wolff es un principio que siempre debe ser tenido en
cuenta. Los factores biológicos, las células, la matriz donde
se depositan y los factores que determinan la cascada de fe-
nómenos que llevan la osificación a buen puerto podrán al-
canzar su comportamiento sin una buena condición mecá-
nica. Un déficit en cualquier punto del ciclo de reparación
de una fractura altera la secuencia lógica y predispone a las
complicaciones [8].

El tercer componente de la ingeniería tisular y centro de
interés de nuestro estudio son las células troncales pluripo-
tenciales (MSC). Las MSC se caracterizan por tres propie-
dades: autorrenovación, capacidad de desarrollarse en múl-
tiples líneas celulares y el potencial de proliferar sin límite
[9]. Estas características las aproximan al concepto y feno-
tipo de célula tumoral. No es de extrañar que, en 1875,
Cohnheim propusiera el cáncer como el desarrollo de una
célula madre embrionaria desubicada en el organismo adul-
to que derivan en un proceso neoplásico [10].

Sabemos que las MSC, adultas y embrionarias, se vuelven
inestables en cultivos ex vivo de larga duración. Las MSC
de adulto humanas permanecen genéticamente estables du-
rante los periodos habituales de expansión ex vivo de 6 a 8
semanas que se utiliza en los ensayos clínicos.

Las MSC poseen una gran capacidad para la auto-reno-
vación y la capacidad de migrar a distintas partes del cuer-
po, sobrevivir e incluso establecer nuevas colonias. No es
difícil de comprender que una MSC sana degenere en una
MSC cancerígena, pues como cualquier otra célula madre
de nuestro organismo se pueden ver afectadas por agentes
cancenígenos [11-13].

Decimos que son mal llamadas pues no son células pri-
marias que necesitan de un mecanismo para proliferar por
sí mismas. Al contrario, son células indiferenciadas que por
mecanismos externos pueden dirigirse, por diferentes vías,
hacia líneas celulares distintas. La literatura anglosajona las
conoce como células mesenquimales troncales (mesenchy-
mal stem cell, de ahí la abreviatura MSC), aunque mejor se
las debería llamar células pluripotenciales, por su capaci-
dad para originar, desde una célula indiferenciada, otro ti-
po de células diferentes. Desde que se ha visto que tanto las
células derivadas del tejido adiposo como de la médula
ósea, se pueden diferenciar en células ectodérmicas, neura-
les tampoco parece adecuado el término «mesenquimal».

Las MSC postnatales pueden producir tejidos normales
desde diferentes capas embrionarias y, también, transfor-
maciones extraordinarias de hueso en cerebro, de cerebro o
músculo en sangre. Si se confirman estos hallazgos querrá
decir que el rango de capacidad de diferenciación es similar
al de las células embrionarias que permanecen en el esque-
leto, después del nacimiento, en diversas localizaciones, co-
mo la médula ósea, tejido adiposo, paredes venosas, sangre
periférica, placenta fetal y materna, ligamento peridontal,
periostio y hueso trabecular [14]. Sin embargo, las caracte-
rísticas de las células troncales varían en su capacidad para
replicarse sin diferenciarse y el potencial de desarrollo mul-
tilineal permiten generar no sólo hueso y cartílago, también
tendones, músculos, grasa y estroma medular.

Las fuentes celulares en la ingeniería de tejidos incluye cé-
lulas autólogas, alogénicas y xenogénicas. Cada una de es-
tas categorías se puede subdividir dependiendo del estado
de diferenciación celular. Hay tres grupos de células no al-
teradas genéticamente utilizadas en ingeniería tisular. En
primer lugar, están las células indeferenciadas de origen em-
brionario o umbilical, frente a las células diferenciadas, las
que caracterizan a cada tejido del organismo, como pueden
ser los osteoblastos, condrocitos, hepatocitos, neuronas,
etc. (Figura 1). Entre ambos, disponemos de un grupo de cé-
lulas intermedio, sin diferenciar, conocidas como MSC o cé-
lulas troncales del adulto, que pueden dirigirse hacía líneas
celulares muy distintas. Según la capacidad de diferencia-
ción, hay tres grupos de células, células sin restricción capa-
ces de diferenciarse en cualquier línea, células multipoten-
ciales y células determinadas.

Las células estromales multipotenciales son conocidas des-
de 1968, cuando Friedenstein et al establecieron que había
unas células adherentes, que formaban clones, no fagocíticas
y fibroblásticas, definidas como colony-forming units - fibro-
blastic (CFU-Fs) que pueden ser aisladas del estroma de la
médula ósea de los organismos nacidos (Figura 2). Como se-
ñalaron Friedenstein et al [15,16] pueden proliferar en condi-
ciones experimentales adecuadas en un amplio espectro de te-
jidos conectivos diferenciados, incluyendo cartílago, hueso,
tejido adiposo, fibroso y estroma mieloide [16,17].

Las MSC del adulto tienen ventajas y son más utilizadas
que las embrionarias pues, no plantean ninguna barrera éti-
ca ya que se encuentran en muchos puntos del organismo,
son relativamente fáciles de obtener, no tienen problemas
inmunológicos y han demostrado una efectividad superior a
la de las células embrionarias, sin observarse tumores de
nueva aparición relacionados con las células embrionarias.
Las células embrionarias tienen el peligro de rechazo mien-
tras que las MSC del adulto se pueden obtener de resevorios
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del organismo como son el hueso trabecular, periostio,
membrana sinovial, músculo, dermis, peicitos, sangre, teji-
do adiposo y médula ósea.

Las MSC permanecen en el organismo después del naci-
miento y se encuentran en diversas zonas, como la médula
ósea, el tejido adiposo, las paredes venosas, la sangre peri-
férica, la placenta fetal y materna, el ligamento peridontal,
el periostio, el hueso trabecular, etc. También se han aislado
de otros tejidos no mesodérmicos como son el cerebro, ba-
zo, hígado, riñón, pulmón, timo y páncreas de ratón. Todas
las células mantienen una morfología similar e inmmunofe-
notipo después de muchos pasajes. Sin embargo, las carac-
terísticas de las células troncales obtenidas de un sitio o de
otro varían. También varían de un paciente a otro y desco-
nocemos el mecanismo que siguen estas células después de
su implante. 

Además, disminuyen con la edad. La celularidad de la
médula ósea disminuye con la edad aunque se pueden obte-
ner, en mayor o menor cantidad, en todos los pacientes de
cualquier edad. Cabe pensar que migran aunque no se en-
cuentran en mucha cantidad por la sangre periférica. Tam-
poco sabemos como se integran en la cascada reparadora
después de una lesión, ni tampoco los mecanismos de repli-
cación y los factores de crecimiento y las citoquinas que di-
rigen este proceso empiezan a adivinarse, pero queda un
largo camino por recorrer.

Sin embargo, todavía no disponemos de unos criterios fe-
notípicos bien definido que caracterice a las MSC pues no
sabemos que un marcador de superficie único identifique
correctamente y con seguridad las MSC. Por ello, es necesa-
rio efectuar tinciones fenotípicas, positivas y negativas, que
permitan conocer estas células, aunque no están libres de
discusión. Esto se complica con el hecho de que las MSC
eligen hechos comunes con otros tipos celulares como pue-
den ser las células endoteliales, epiteliales o musculares. Las
MSC expresan varios tipos de marcadores de superficie co-
mo CD9, CD10, CD13, CD44, CD54, CD55, CD90,
CD105, CD166, D7-FIB y son negativas para CD14,
CD34, CD45 y CD133 (Tabla 1).

Cuando se aíslan por fraccionamiento por gradientes de
densidad, permanece una mezcla heterogénea de células
con una proliferación variada y diferentes potenciales de
proliferación. Sin embargo, para una aplicación terapeúti-
ca correcta y una comprensión rigurosa de las MSC requie-

Fig. 1. Cultivo de células primarias a) células meniscales, b) célu-
las sinoviales.

a

b

Fig. 2. Las colony-forming units - fibroblastic (CFU-Fs) son célu-
las adherentes, que forman clones, no fagocíticas y fibroblásticas,
que pueden ser aisladas del estroma de la médula ósea de los orga-
nismos nacidos.



re una mejor definición de que es una MSC. En la Tabla 2
se establecen 16 proteínas de superficie que permiten cono-
cer por su marcaje o porque no marcan las MSC. Además,
las MSC son positivas para muchos marcadores de superfi-
cie: CD105 (SH2),CD166 (ALCAM), CD54 (ICAM-1),
CD55, CD13 (APN), CD73 (SH-3,SH-4), CD90 (Thy-1) y
CD44 y negativos para marcadores de superficie propios
de las células hematopoyéticas como son CD34, CD45,
CD14, CD31, CD133 y CD50. Las MSC no expresan
CD11b, un marcador celular inmunológico; glicoporina-A,
un marcador de línea eritroide o CD45, un marcador de
células hematopoyéticas. Tampoco el CD31, expresado en
células endoteliales y hematopoyéticas y CD117, un mar-
cador de células troncales hematopoyéticas y progenitoras
[18-20], aunque hay diferencias entre los diferentes estu-
dios dependiendo por el método de cultivo y el estadio de

diferenciación celular. Hay otros muchos marcadores ex-
presados por las MSC que no son tenidos en cuenta por su
falta de consistencia en la expresión o especificidad o por
falta de suficientes datos, como son CD271/NGFR,
CD105, CD90/Thy-1, CD44, CD29, CD13, Flk-1/CD309,
Sca-1 y CD10.

La mayoría de los marcadores son positivos o negativos
igualmente en MSC humanas y del ratón, aunque el proble-
ma actual es que no disponemos de un marcador positivo,
único y característico, para las MSC. Kolf et al [18] reco-
miendan Stro-1, CD73 y CD106 como los marcadores con
mayor efectividad (Tabla  2) (Figura 3).

Identificación y ontogenia de las células estromales 
de la médula

En el organismo nacido, las MSC residen en la porción
luminal de los sinusoides medulares y forman una red celu-
lar tridimensional recubren la red de sinusoides. Estas dos
redes salen de la ramificación de las arteriolas terminales de
la médula y su capa adventicia respectivamente. Las células

Tabla 1. Características del sistema estromal y hematopoyético

Sistema hematopoyético Sistema estromal médula ósea

Células pluripotenciales en renovación continua No necesaria renovación continua
Formación continua Formación en momentos determinados

Fase de fluido Fase sólida
Vida corta Vida larga

Estructura simple (unicelular, sin matriz) Estructura compleja (multicelular, unión con matriz)
Fenotipo inflexible Fenotipo plástico

Tabla 2. Antígenos de superficie identificados en el
aislamiento de MSC (Kolf et al)

Tipo de marcaje antígeno de superficie
Positivo Stro-1

CD13
CD29
CD44
CD73
CD105
CD106

Negativos CD11b
CD31
CD34
CD45
CD117

Variables Sca-1
CD10
CD90
Flk-1

Fig. 3. Antígenos de superficie positivos para diferenciar las MSC.
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adventicias reticulares son elementos mielo soportadores
que se pueden convertir directamente en adipocitos y pue-
den generar osteoblastos in vivo [21,22] (Figura 4).

Las células estromales de la médula se establecen en la ca-
vidad medular al formarse un anillo óseo y antes de el co-
mienzo de la hematopoyesis. Paradójicamente, aparece y
funciona el tejido en el cual residen los precursores osteogé-
nicos después de diferenciarse los osteoblastos. El anillo
óseo primitivo establecido por estos osteoblastos se erosio-
na por los osteoclastos para permitir la invasión vascular y
la formación de una cavidad medular. Los vasos traen a la
cavidad medular las células osteogénicas que se han dife-
renciado previamente en el periostio y se disponen como
células perivasculares. El desarrollo de sinusoides, caracte-
rizados por un fluido vascular lento y muros endoteliales
permeables, permiten la siembra en el medio extravascular
con células hematopoyéticas troncales (HSC) que interactú-
an con el ambiente estromal primitivo que permite la hema-
topoyesis.

Finalmente, se forma una red continua de células en el es-
pacio medular que se extiende desde el lumen de los vasos
hasta las superficies óseas a través de las células estromales
entremezcladas con células hematopoyéticas. Esto explica
la continuidad física y biológica del hueso y la médula ósea
que constituyen un órgano único. Células estromales en la
primitiva médula ósea no hematopoyética que aparecen co-
mo preosteoblastos, mientras las células estromales de la

médula activa hematopoyéticamente son quiescentes mitó-
ticamente pero siguen expresando los marcadores osteo-
blásticos fosfatasa alcalina a niveles elevados [23].

La formación de la cavidad medular y del estroma medu-
lar requiere el factor de transcripción cbfa1 quien controla
la diferenciación osteogénica y conduce a la formación ósea
[24,25] (Figura 5).

La médula ósea es un centro para el desarrollo de ingenie-
ría tisular, no sólo el órgano donde se encuentran dos tipos
de células bien diferenciadas (HSC y SSC), también donde
se pueden encontrar los progenitores de un número muy
variado de tejidos. La separación entre tejido mesodérmico,
tejido hematopoyético y las líneas celulares está desapare-
ciendo pues las células capaces de regenerar los vasos san-
guíneos, el músculo esquelético y el músculo cardiaco tam-
bién se encuentran en la médula ósea [26-28]. El potencial
inesperado para la miogénesis y la cardiomiogénesis se han
adscrito tanto a las HSC como a las MSC en la médula [29-
31]. Las SSC pueden, tal vez,  transformarse en neuronas o
glías [11], las HSC de ratón pueden regenerar las células
hepáticas [32] y, también, las células capaces de regenerar
el hueso se pueden encontrar en la sangre [33]. Posiblemen-

Fig. 4. Las células estromales de la médula se establecen en la ca-
vidad medular al formarse un anillo óseo y antes del comienzo de
la hematopoyesis. El anillo óseo primitivo se erosiona por los os-
teoclastos para permitir la invasión vascular y la formación de
una cavidad medular.

Fig. 5. Durante el desarrollo las células precusoras se dirigen hacia
la esqueletogénesis por inducción del factor de transcripción osteo-
génico cbfa1+. Cuando se forma una cantidad determinada de
hueso, estas células constituyen el estroma de la médula ósea que
sirve como lecho de la hematopoyesis. Cuando la hematopoyesis
es suficiente, estas mismas células cambian su fenotipo para consti-
tuir adipocitos medulares. Células de estos tres fenotipos (osteo-
blástico, mielosoportador y adipocítico) forman una red continua
a través del órgano hueso-médula ósea y mantienen la expresión
de cbfa1. Las células diferenciadas son capaces de cambiar de un
fenotipo a otro, dependiendo del estado metabólico del organismo.



te las HSC son, mucho más de lo que pensamos actualmen-
te [21], células multipotenciales troncales verdaderas con
potencial transgérmico [32] que en condiciones normales
están dedicadas a la hematopoyesis.

Las células medulares tienen la ventaja de ser fáciles de ob-
tener y cultivar de un organismo adulto y las células HSC
pueden ser aisladas y purificadas de un organismo ex vivo.

Renovación o flexibilidad: tejidos, progenitores 
y moléculas

Muchos tejidos con células adultas contienen poblaciones
de células con capacidad para renovarse después de un
trauma, enfermedad o con la edad. El problema que se
plantea es si son sólo las MSC o es el conjunto de células
del tejido las que se diferencian, cada una de ellas, en dos o
tres líneas [14]. Las células postnatales diferenciadas del
sistema estromal pueden adoptar fenotipos alternativos de
otras células del mismo sistema, tanto in vivo como in vi-
tro. La deformación de las células adipocíticas de médula
del conejo nacido puede revertir al fenotipo osteogénico
cambiando las condiciones del suero [34]. También las cé-
lulas reticulares adventicias humanas fosfatasa alcalina po-
sitivas, que normalmente funcionan como elementos mielo-
soportadores, pueden acumular grasa de forma rápida y
aparecer como adipocitos actuando como mielosupresores
in vivo. Estas células son capaces de girar dinámicamente
entre dos fenotipos «terminales» reconocidos (reticular y
adipocito) de la progenie de las MSC [22]. Este fenómeno
refleja la plasticidad del sistema estromal de la médula ósea
y se diferencia del sistema hematopoyético. La plasticidad
de los fenotipos diferenciados en el sistema estromal impli-
ca que el compromiso y la diferenciación pueden ser no
irreversibles, tanto en células completamente diferenciadas
como en condrocitos hipertróficos o células mielo soporta-
doras. Por otro camino, las células estromales siguen la co-
rriente de una MSC putativa indiferenciada que puede dife-
renciarse simultáneamente y multipotencial.

La fase sólida de los tejidos mesodermales necesita ser
plástica. La relevancia fisiológíca de los fenómenos de la re-
modelación de la matriz en organismos en crecimiento, la
integridad de los tejidos se ha ilustrado con el ratón MT1-
MMP deficiente, un ratón con un fenotipo de membrana ti-
po 1 metaloproteinasa de matriz deficiente en el cual la re-
modelación del tejido conectivo está bloqueada como
resultado de una degradación de la matriz llevando a cam-
bios adversos en el tejido mesodérmico [35].

La remodelación y adaptación coordinada de tejidos de in-
terfaz (hueso/tendón, hueso/ligamento, hueso / cartílago, ten-
dón / músculo) durante el crecimiento orgánico requiere que

las uniones físicas entre los diferentes tejidos sea capaz de gi-
rar en el espacio. Plasticidad y multipotencialidad de las célu-
las residentes en el tejido mesodérmico puede ser crucial en
tejidos conectivos y sus progenitores como la autorrenova-
ción es para la sangre y las células hematopoyéticas.

La renovación y los patrones asociados de replicación celu-
lar y diferenciación sirve para el relleno de células no adhe-
rentes de corta vida en un organismo de larga vida, mientras
que la flexibilidad fenotípica y la flexibilidad en el control de
la transcripción durante la diferenciación sirve para la adap-
tación de los tejidos [24]. La renovación se refiere a los pa-
trones biológicos y mecanismos que preservan el estado tron-
cal indiferenciado [18]. Se han utilizado arrays genómicos
para identificar firmas moleculares que mantienen el estado
troncal de las células, incluidas las MSC [36]. 

La liberación de factores que estimulan las células tronca-
les in situ para iniciar la regeneración de un tejido, más que
su cicatrización, es un hecho que empieza a ser conocido y
depende de la dosis, falta de factores locales activos e inca-
pacidad para mantener un factor presente el tiempo necesa-
rio. Para superar estos problemas han surgido las «matrices
activadas génicamente» que captan las células in vivo. Si la
reconstrucción fue la frontera inicial de la ingeniería tisular,
la corrección genética es la siguiente. 

Las células troncales son el ingrediente crítico en la rege-
neración tisular pero también son la diana crítica de cual-
quier estrategia llamada a corregir un defecto genético [22].

Aislar las MSC   
Se disponen de numerosos protocolos para obtener MSC.

Los métodos más sencillos incluyen su caracaterística de cé-
lulas adherentes, por lo que fueron descubiertas por Frie-
denstein et al [15]. Se coloca un pequeño trozo de hueso di-
rectamente en el interior de un frasco de cultivo o sobre una
placa y las células crecen sobre la base de plástico del frasco.

Una modificación de este protocolo incluye la densidad
de centrifugación de la médula ósea que incluye el uso de
soluciones de alta densidad con baja viscosidad y baja pre-
sión osmótica, para conseguir la fracción mononucleada
de la médula ósea que contiene MSC. Subsecuentemente,
la adherencia al plástico se produce en la población de
MSC. El número inicial de MSC puede aumentar hasta un
36% con la recolección y recolocación en un nuevo frasco
de la población celular inicial no adherente que es lavada
(Figura 6).

Con cualquier método, el sistema debe procurar la pureza
de las MSC sin contaminación con otro tipo de células, co-
mo son las hematopoyéticas. Para evitarlo se han propuesto
dos técnicas muy similares la selección magnética y las célu-
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las activadas por fluorescencia. La selección magnética uti-
liza epitopes positivos para MSC los cuales están marcados
con anticuerpos sobre bolitas magnéticas. La aplicación de
un campo magnético externo separa las células marcadas
positivas de las negativas. La selección de células activadas
por fluorescencia (FACS) es un método alternativo para ais-
lar MSC por el cual una población de células heterogéneas,
de sangre, médula ósea, etc, son caracterizadas y separadas
según la intensidad de la fluorescencia que emitan. El citó-
metro aislará únicamente aquellas células cuya emisión de
luz encuentra los parámetros definidos. Más específico es
marcar uno o más anticuerpos monoclonales con una tin-
ción fluorescente para que se una a una población específi-
ca de células. Las células según sean negativas o positivas
para estos anticuerpos serán incluidas o excluidas de los tu-
bos colectores. Se han utilizado un gran número de anti-
cuerpos con esta técnica según el perfil fenotípico de las
MSC (Figura 7).

Una fuente alternativa para obtener MSC de la médula
ósea o también de tejidos sólidos, hueso, cartílago o grasa,
es hacer un tratamiento con colagenasas, enzimas capaces
de romper las uniones peptídicas en la triple hélice de la
molécula de colágeno. De esta forma, las células se liberan
del tejido y pueden ser recogidas por medio de lavado y
centrifugación.

La cantidad de MSC obtenidas por este sistema del hueso
es muy superior a la centrifugación de la médula ósea aun-
que diferentes autores sugieren que que las células obteni-
das de uno y otra son idénticas, tanto en el potencial de di-
ferenciación como de las características fenotípicas [37,38].
Sin embargo, Thomas et al [39] han llegado a la conclusión
que las células aisladas por medio enzimático poseen mayor
actividad metabólica, nivel de proteínas intracelulares y

producción de calcio comparado con los aspirados aunque
la actividad de ALP fue menor en las células aisladas enzi-
máticamente [39].

Expansión y cultivo
La expansión de las MSC puede estar afectado por dife-

rentes factores dependientes del donante o de la técnica em-
pleada. Pero las MSC pueden expanderse de forma conside-
rable en un corto periodo de tiempo, con aumentos de
hasta mil veces, en dos a tres semanas [40]. Además, las
MSC pueden proliferar unas 19 veces sin perder su propie-
dad de proliferar y diferenciarse [41]. Sin embargo, la ex-
pansión reduce gradualmente el potencial máximo de dife-
renciación de las MSC. Las células pueden envejecer
perdiendo capacidad para crecer, llegando a la apoptosis.
La transcripción retroviral con un gen humano de telome-
rasa puede extender las células con más de 260 pases sin
pérdida de su capacidad para diferenciarse en diferentes lí-
neas [42]. Por otro lado, hay datos que sugieren que los
cultivos prolongados pueden adquirir espontáneamente un
potencial cancerigeno [43]. El efecto cardioprotector de las
MSC se reduce después de 5 a 10 pases, posiblemente por
la pérdida del potencial de liberación del VEGF [44]. Estos
sueros no están exentos de problemas cuando se aplican en
clínica por el potencial efecto de transmitir enfermedades y
crear posibles reacciones inmunológicas.

Fig. 6. Método para aislar MSC por centrifugación.

Fig. 7. Método para aislar MSC por fluorescencia.



Otro tema de interés es la forma de cultivar las células. El
cultivo monocapa es el más clásico y económico para ex-
pandir las MSC. Los cultivos en monocapa crecen en fras-
cos de vidrio o de poliestireno, discos o frascos de cultivo.
Los recipientes de plástico se tratan de forma adecuada pa-
ra obtener una buena adherencia celular a la pared del fras-
co. El cultivo celular requiere, además, una temperatrura de
37º y una atmósfera humidificada con un 95% O2 y suple-
mentada con un 5% CO2. Generalmente el medio de culti-
vo se cambia cada 2 o 3 días y cuando las células alcanzan
la confluencia son tratadas con tripsina y depositadas en
dos nuevos frascos. 

También se han propuesto diversos sistemas para cultivar
MSC tridimensionalmente incluyendo alginato, ácido hialu-
rónico, colágeno, fibrina y chitosan y formar, así, el anda-
miaje para encapsular y soportar las MSC. Los inconvenien-
tes encontrados con los sistema 3-D es que la proliferación es
más lenta y desigual [45]. Los biorreactores reproducen las
condiciones ambientales de las células con una menor ten-
sión de cizallamiento, microgravedad, mejor distribución de
los nutrientes y eliminación de deshechos.

Factores de crecimiento proliferativos
Durante la expansión se pueden aplicar factores de creci-

miento para aumentar el tiempo y mejorar el rendimiento
de las células. El FGF (Fibroblast Growth factor) es un mi-
tógeno que puede emplearse aunque también se han descri-
to que produce HLA-DR e induce Stro-1 y disminuye la re-
gulación de CD44, así como los niveles de diferenciación
[46,47]. También se pueden utilizar otros factores como
PDGF-BB, EGF, IGF, TGF-b1 o bajos niveles de radiación
con láser. 

El factor inhibidor de la leucemia (LIF), los FGFs y el Wnts
(mammalian homologues of Drosophila wingless) [48], entre
otros factores de crecimiento y citoquinas están implicados
en el mantenimiento de la «troncalidad» de las MSC [48-52]
(Figura 4). El FGF2 mantiene el estado troncal de las MSC
prolongando su viabilidad en los cultivos [51].

Biología de las MSC
Las células estromales de la médula, un tipo de células

que muestra una gran plasticidad son, de hecho, células pe-
rivasculares, semejantes a los pericitos retinales, las células
perivasculares del sistema nervioso central. Se ha propuesto
que los distritos microvasculares pueden constituir el nicho
específico donde los progenitores multipotenciales son rete-
nidos en los tejidos adultos [21].

La característica más importante de las MSC obtenidas
en el hueso es su capacidad de diferenciarse en diferentes ti-

pos celulares in vivo e in vitro. Las células aisladas del aspi-
rado de médula ósea es lo que conocemos como CFU-F (fi-
broblast colony-forming units) y muestran un potencial de
diferenciación no hematopoyética. El compartimiento no
hematopoyético de la médula ósea consiste en una pobla-
ción heterogénea de células. Morfológicamente las MSC
son células fusiformes cuboides, como fibroblastos, difíciles
de distinguir de las otras células obtenidas del aspirado me-
dular. Moreno et al, [53] inyectaron aspirado de médula
ósea en los callos de elongación sin encontrar resultados
positivos.

Para identificar las MSC in vitro, los investigadores se
aprovechan de dos características de estas células. En pri-
mer lugar su capacidad de adherirse al plástico de cultivo.
Excepto los monocitos, las células hematopoyéticas no lo
hacen y se pierden con el lavado. La segunda característica
es que las MSC son positivas para un número específico de
marcadores de superficie y negativos para los marcadores
hematopoyéticos (Figura 3).

Las MSC son células estromales no hematopoyéticas que
se aíslan inicialmente de la médula ósea aunque también de
otros órganos y estructuras del adulto. Tienen una diferen-
ciación multilineal siendo capaces de alcanzar diferentes ti-
pos celulares como son los osteoblastos, condrocitos, mio-
citos, adipocitos, tenocitos y, posiblemente, también células
neurales.

Las MSC, en el organismo adulto, representan reservo-
rios de células reparadoras sin ninguna característica espe-
cífica para ningún tejido. Las señales que disparan el proce-
so podría ser la propia lesión, la inflamación o la necrosis.
Se ha visto que estas células migran y colonizan la lesión
después de su inyección intravenosa [54,55] y acuden a la
lesión cuando se inyectan en la cavidad articular [56].

El trasplante de MSC en un sistema abierto, como puede
ser el espacio bajo la cápsula renal genera un osículo qui-
mérico que es una estructura que reproduce la histología y
arquitectura del hueso en miniatura y compromete a los te-
jidos tanto donantes como receptores. Este resultado puede
demostrar que las células estromales huésped proveen la es-
tructura, mientras que las células donantes llevan la hema-
topoyesis. También se pueden trasplantar células en cáma-
ras de difusión que evitan la migración de las células
hematopoyéticas en los tejidos estromales. En estas condi-
ciones se producen un abanico de tejidos conjuntivos, cartí-
lago, hueso, fibroso y adipocitos, a partir de las células do-
nantes [17]. Este hecho provocó que los primeros
investigadores [16,17] considerasen que el cartílago, grasa,
hueso y otros tejidos conectivos derivan de un ancestro co-
mún, la célula estromal.
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La morfología celular y los índices de proliferación cam-
bian considerablemente dependiendo de la habilidad para
formar estructuras nodulares o multicapa. La expresión de
diferentes marcadores de los fenotipos osteoblásticos, con-
drogénicos y adipogénicos depende no sólo de las diferentes
deformaciones celulares si no también del tiempo de culti-
vo. Es más, en los trasplantes algunos CFU-Fs forman hue-
so y mantienen la hematopoyesis y adipogénesis, otras sólo
forman hueso, mientras que otras construyen únicamente
tejido conectivo únicamente [33].

Desde que se comenzaron a utilizar marcadores específicos
se han podido conocer mejor las verdaderas células troncales
estromales de la médula, una población heterogenea de célu-
las estromales adherentes que no se renuevan indefenida-
mente o presentan un multipotencial homogéneo [19]. Las
MSC, supuestamente purificadas, reproducen todas las vir-
tudes conocidas y también los vicios de las CFU-F de la mé-
dula como un todo, excepto que estas células se obtienen con
una eficacia menor que con los protocolos iniciales.

El nicho de las MSC
El concepto de nicho en las MSC es importante pues las

MSC no están aisladas en la médula ósea de los mamíferos,
así como de otros tejidos de origen mesodérmico como es el
tejido adiposo, músculo, hueso y tendón. El concepto de ni-
cho lo introdujo Schofield [57], considerando todos los ele-
mentos que rodean las MSC cuando están en su estado na-
tivo, incluyendo las células no troncales que están en
contacto con ellas, la matriz extracelular y las moléculas
solubles encontradas en el mismo medio.

Todos los elementos actúan conjuntamente para mante-
ner las células troncales indiferenciadas permanentemente.
Tienen que existir señales en el nicho para que las células
troncales se diferencien cuando sea necesaria la regenera-
ción o repoblación de un tejido.

Componentes celulares
Parece que el nicho de las MSC tiene una naturaleza peri-

vascular (Figura 6) basado en la expresión de actina-a de
músculo liso (aSMA) en las MSC aisladas y en la localiza-
ción inmunohistoquímica con CD45-/CD31-/Sca-1+/Thy-1+
en células perivasculares. Además, se ha visto que las MSC
se han identificado con marcadores Stro-1 y CD146 for-
mando líneas alrededor de los vasos en la médula ósea y
pulpa dental [58). Estas células expresan aSMA y algunas
expresan 3G5, un marcador celular de superficie relaciona-
do con los pericitos. Se ha hipotetizado, incluso, que las
MSC son de hecho pericitos ya que también se diferencian
en osteoblastos, condrocitos y adipocitos [59). La localiza-

ción de MSC en los nichos perivasculares le darían facilidad
de acceso a todos los tejidos y contribuye a la creencia de
que las MSC pueden reparar muchos y diferentes tejidos.

Las MSC en su nicho o «microambiente» son como
plantas en el suelo, pero el microambiente de la médula
ósea es muy complejo. No sólo contiene HSC y MSC, hay
otros muchos tipos de células, como son los macrófagos
adherentes, antígenos, células dendríticas, endoteliales y
células de origen mesenquimal como son los osteoblastos y
adipoblastos. Las MSC se diferencian y producen tejido
mesenquimal dentro y fuera de la médula ósea incluyendo
el propio estroma medular, hueso, cartílago, tendón, grasa
y músculo [19].

Es necesario plantearse la pregunta de ¿si las MSC están
en su propio nicho  que admite HSC o, por el contrario,
comparte el mismo nicho con células hematopoyéticas? Es
posible que ambos tipos de células ocupen el mismo nicho
dado que ambas están muy cerca unas de otras. Sin embar-
go, las señales extra o intracelulares necesarias para mante-
ner el desarrollo del microambiente de ambas en la médula
ósea es muy distinto. Una caracterización de las interaccio-
nes celulares, bioquímicas y moleculares de las MSC en su
nicho es necesario para entender como se regulan las célu-
las in vitro.

Liechty et al [55) trasplantaron MSC en el útero de ovejas
preñadas y fueron inyectadas en la cavidad peritoneal del
feto. La oveja recién nacida fue sacrificada, 13 meses des-
pués de la inyección. Estudiando el bazo, hígado, pulmón,
médula ósea, timo, cerebro, corazón, músculo esquelético,
cartílago y sangre se analizaron y caracterizaron las MSC,
demostrando que contribuyen de alguna forma a la forma-
ción de los condrocitos, adipocitos, miocitos, cardiomioci-
tos, células estromales de la médula ósea y estroma tímico.
No se encontraron signos de rechazo lo que demuestra que
tienen propiedades inmunológicas únicas, además de su ca-
racterísticas multipotenciales.

Un aspecto relevante es que el medio medular óseo es hi-
póxico (Figura 8). Comparando los MSC humanos cultiva-
dos en condiciones de hipoxia frente a condiciones norma-
les (2% y 20% de oxígeno) muestran que su capacidad
proliferativa es muy superior en la primera [60]. La hipoxia
dobla el número de CFU-Fs presentes y mejora la expresión
de oct-4 y rex-1, genes expresados por las células troncales
embrionarias, fundamentales para dirigir la «tronalidad».
Es decir, la hipoxia es necesaria para mejorar la prolifera-
ción de las MSC y mantener su plasticidad.

Por otro lado, no se han establecido los componentes de
la matriz específicos que ayudan a mantener las MSC en su
estado nativo.



El mensaje y la curación de lesiones
Otro aspecto relacionado con el nicho es la transmisión

de mensajes de las células troncales a los lugares de lesión y,
posteriormente, su capacidad de reparar tejidos. Para ello
son necesarios señales de las células troncales/progenitoras
desde el nicho hasta el lugar de la lesión y diferenciarse en
el tipo de célula requerida.

En animales sanos, las MSC son capaces de recibir un
mensaje en muy diferentes tejidos [60]. Es interesante la ca-
pacidad de una MSC para mandar un mensaje y está rela-
cionada, en parte, con la expresión de Stro-1 [61], mientras
que las células con marcaje negativo a Stro-1 son mejores
para ayudar en el anclaje y supervivencia de las HSC que
son células Stro-1+ capaces de establecer señales y anclar en
la mayoría de los tejidos estudiados [62].

Lo que se sabe es que las lesiones alteran el patrón de mi-
gración y diferenciación de las MSC añadidas exógenamen-
te. Por su parte, las células dañadas son capaces de secretar
no sólo señales como también señales de diferenciación.
También hay que tener en cuenta que las células maduras no
siempre inducen diferenciación de MSC a lo largo de su pro-
pia línea. El contacto directo con condrocitos induce osteo-
génesis pero no condrogénesis [63]. Evidente, el medio de
una MSC es un factor crítico para definir su identidad [18].

Las MSC también se han aislado de otros muchos tejidos
de origen no mesodérmico como son el cerebro, el bazo, hí-
gado, riñón, pulmón, timo y páncreas de ratón [64], todas
las células mantienen una morfología similar e inmmunofe-
notipo después de muchos pasajes. 

Desconocemos si el nicho de las MSC es común para to-
dos estos tejidos, o tienen una función autónoma, indepen-
diente de su medio. Ojeda-Uribe et al [65] no identificaron
MSC en la sangre periférica después de quimioterapia o tra-
tamiento con factores de crecimiento; tampoco Wexler et al
[66] demostraron MSC en el flujo vascular periférico. Tam-
poco Lazarus et al [67] consiguieron cultivar MSC de sangre
periférica en pacientes tratados con quimioterapia. Sin em-
bargo, otros autores han tenido más éxito, Luria et al [68]
demostraron CFFu junto a las células nucleadas en la sangre
periférica del cobaya y Huss et al [69] aislaron células tipo
fibroblásticas adherentes CD34- de sangre periférica del pe-
rro. Zvaifler et al [70] por su parte, estimaron que el núme-
ro de MSC, en sangre periférica, en el adulto es muy bajo,
entre 0,5 – 5 por millón de las células mononucleadas. Ade-
más, Wan et al [71] demostraron que las MSC de la sangre
periférica son similares a las células de la médula ósea en el
conejo, a pesar de que las colonias es 20 veces superior con
células de la médula ósea que de la sangre periférica, lo que
demuestra que hay más MSC en la médula ósea aunque el
potencial formador de hueso es muy similar en ambas fuen-
tes cuando se utiliza el mismo número de células. 

Biología de las MSC in vitro
Cada vez se conoce más del proceso que dirige la diferen-

ciación de los MSC en osteoblastos, condrocitos y tejido
adiposo. En muchos casos es un sistema sencillo el que dis-
para las señales moleculares requeridas para inducir dife-
rentes tipos de tejidos (Tabla 3). A nosotros, sin embargo,
nos interesan las señales moleculares que dirigen los cam-
bios a tejido óseo.

Los suplementos osteogénicos son el ascorbato, 1,25−dihi-
droxivitamina D3, βglicerfosfato y dexametasona inducen la
osteogénesis in vitro [72-76]. La dexametasona estimula la
proliferación de MSC y soporta la diferenciación de la línea
osteogénica mientras que el ‚-glicerofosfato tiene funciones
en la mineralización y modulación de las actividades osteo-
blásticas. También el ascorbato y la 1,25-dihidroxivitamina
D3 inducen la osteogénesis pero también aumentan la expre-
sión de fosfatasa alcalina y promueven la producción de os-
teocalcina. Más todavía, el ascorbato es una vitamina esen-
cial implicada en la conversión de residuos de prolina en
móleculas de colágeno a hidroxiprolina. Durante la osteogé-
nesis, los fosfatos libres pueden inducir mRNA y la expre-
sión proteíca de marcadores osteogénicos, como la osteo-
pontina [77]. Los fosfatos también tienen un efecto sobre la
producción y exportación nuclear de una llave reguladora
del gen Cbfa1 (core binding factor alpha 1) [78]. Sin olvidar
que las BMP son factores de crecimiento que también se uti-

Fig. 8. La biología de las MSC es un sistema desconocido en el
que intervienen los vasos (VS), la matriz extracelular, las señales y
la hipoxia.
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lizan frecuentemente en la osteoinducción [79]. El aporte de
factores osteogénicos reducen el número de células hemato-
poyéticas presentes en el estroma medular in vivo [74]. La se-
creción de proteínas conocidas como Wnts están implicadas
en diferentes programas de diferenciación, como la osteogé-
nesis [20] mientras que la falta de expresión de la telomerasa
aumenta la expansión de las MSC in vitro y el potencial de
diferenciación osteogénica [42].

La técnica ideal de ingeniería ósea debe obtener un nú-
mero suficiente de células progenitoras en la toma inicial,
costo bajo y un tiempo corto de cultivo celular para poder

ser implantado por el paciente en el mismo acto quirúrgi-
co. En los aspirados medulares, a pesar de obtener una po-
blación heterogénea, el proceso es doloroso, la fracción to-
tal de MSC presente en la médula es baja (0,001-0,01% o,
aproximadamente, 1 MSC por 105 células estromales ad-
herentes) y precisan ser cultivadas un tiempo largo in vitro
antes de disponer de las suficientes células. Para evitar este
problema contamos hoy con dos soluciones una comercia-
lizada, el sistema Harvest® de aspiración, centrifugación e
implantación y la obtención de MSC del tejido graso del
paciente (Figura 9).

Tabla 3. Perfil fenotípico de las MSC

Receptores hematopoyéticos
CD1a neg
CD14 (receptor liposacárido) neg
CD34 neg
CD45 (antígeno leucocitos común) neg
CD133 (AC133) neg
Moléculas adhesión
CD31 neg
CD44 (receptor hialuranato) pos
CD50 (molécula adhesión intercelular 3) pos
CD54 (molécula adhesión intercelular 1) pos
CD56 (molécula adhesión célula neural) pos
CD58 (función linfocito – asociado antígeno 3) pos
CD62E (E – selectin) neg
CD62L (L – selectin) pos
CD62P (P- selectin) neg
CD102 (molécula adhesión intercelular 2) pos
CD106 (célula vascular adhesión intercelular 1) pos
CD144 (cadherina 5) neg
CD166 (leucocito activado) pos
Integrinas
CD11a (linfocito – asociado antígeno 1 a) neg
CD11b (antígeno macrófago – 1) neg 
CD11c (receptor complementario cadena tipo 4 a) neg
CD18 (linfocito función asociada antígeno- 1 b) pos
CD29 (antígeno β) pos pos
CD49a (antígeno α1) pos pos
CD49b (antígeno α2) pos pos
CD49c (antígeno α3) pos pos
CD49d (antígeno α4) neg neg
CD49e (antígeno α5) pos pos
CD51 (vitronectina R cadena α) neg neg
CD61 (vitronectina R cadena β) pos pos
CD104 (integrina β4) pos pos

Factores de crecimiento y citoquinas
CD25 (interleuquina-2R) neg
CD71 (receptor transferrina) pos
CD114 Granulocyte- colony stimulating factor r
eceptor) neg
CD117 (Stem Cell Factor receptor) neg
CDw119 (Interferon Á R) pos
CD120 pos
CD121 (interleuquina 1R) pos
CD123 (interleuquina – 3R) pos
CD124 (interleuquina 4R) pos
CD126 (interleuquina 6R) pos
CD127 (interleuquina 7R pos
CD140a (PDGF receptor) pos
FGFR (FGF receptor) pos
CD271 (baja afinidad receptor nerve growth factor) pos
Otros marcadores
CD3 neg
CD9 (tetraspanina) pos
CD13 (aminopeptidasa) pos
CD19 (antígeno B4 de superficie linfocito B) neg
CD73 (ecto-5-nucleotidasa) pos
CD80 (B7-1) neg
CD83 (HB15a) neg
CD86 (B7-2) neg
CD90 (Thy-1 glicoproteína) pos
CD105 (endoglina) pos
CD146 (MUC18, Mel-CAM, S-endo) pos
CD157 (BP-3 o antígeno 1 células estromales 
médula ósea) pos
SH3 (Src homología 3) pos
D7-FIB pos
STRO-1 pos
HLA-A,B,C pos
SSEA-3,4 pos



Comparadas con las MSC de la médula ósea, las células
adiposas son más fáciles de obtener, con anestesia local sin
provocar dolor al paciente, y mínima morbilidad y se dis-
ponen en gran número, aproximadamente 4 x 107 célu-
las/100 cm3 de los aspirados grasos frente a 1 x 105 célu-
las/30 cm3 de los aspirados de médula ósea. Disponer de
mayor cantidad de MSC en la obtención reduce la cantidad
de tejido necesario y reduce o elimina el coste y una larga
expansión de las células. ❙
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