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“Debes tener mucha paciencia -respondió el zorro-. 

Te sentarás al principio un poco lejos de mí, así, en 

el suelo; yo te miraré con el rabillo del ojo y tú no 

me dirás nada. El lenguaje es fuente de malos 

entendidos. Pero cada día podrás sentarte un poco 

más cerca...” 

Le Petit Prince. 

Antoine de Saint-Exupéry. 
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AdipoQ: Adiponectina. 
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de tejido adiposo. 

AMPc: Adenosín 5 monofosfato.  

Ang: Angiopoyetina. 
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CABG: injerto de bypass artero-

coronario. 

CAM: Membrana corioalantoidea. 

C/EBP: Proteínas de unión al 

potenciador. 

CEC: Circulación extracorpórea. 
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colonias fibroblastoides. 

CPB: Bypass cardiopulmonar. 

COX-2: Ciclooxigenasa-2. 

EPC: Células progenitoras endoteliales 

derivadas de sangre. 

FABP: Proteína de unión a ácidos 

grasos. 

FGF: Factor de crecimiento 

fibroblástico. 
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HGF: Factor de crecimiento de 

hepatocitos. 
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HUVEC: Células endoteliales de 

cordón umbilical humano. 

IGF: Factor de crecimiento insulínico. 

IL: Interleuquina. 

IMC: Índice de masa corporal. 

ISCT: Sociedad Internacional de 

Terapia Celular. 

LDL: Lipoproteínas de baja densidad. 

MMP: Metaloproteinasa de matriz 

extracelular. 

MSC: Células madre mesenquimales. 

NPY: Neuropéptido Y. 

PBS: Tampón fosfato salino. 

PDGF: Factor de crecimiento derivado 

de plaquetas. 

PLGF: Factor de crecimiento 

placentario. 

PPAR: Receptor activador de la 

proliferación de los peroxisomas. 

qRT-PCR: Reacción en Cadena de la 

Polimerasa a Tiempo Real. 

RXR: Receptor del ácido 9-cis-

retinoico. 

SVF: Fracción del estroma vascular del 

tejido adiposo. 

TA: Tejido adiposo. 

TAS: Tejido adiposo subcutáneo. 

TAT: Tejido adiposo de timo. 

TAV: Tejido adiposo visceral. 

TF: Factor tisular. 

TGF: Factor de crecimiento 

transformante. 

Tie2: Receptor para angiopoyetina 1. 

TNF: Factor de necrosis tumoral. 

UCP1: Proteína desacopladora tipo 1. 

uPA: Urokinasa. 
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endotelio vascular. 
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GLÁNDULA TIMO 

 

El timo de los mamíferos es una glándula endocrina con forma de 

pirámide que se localiza en el tórax, caudal al tiroides, dorsal al esternón y 

ventral al corazón y los grandes vasos. Pertenece al sistema linfático, 

concretamente es un órgano linfoide primario o central, donde las células del 

sistema inmune se diferencian a partir de células madre, proliferan y maduran 

hacia células con capacidad efectora. Desempeña un importante papel en el 

desarrollo de la inmunidad mediada por células, principalmente, produciendo 

glóbulos blancos para formar y reforzar el sistema inmunológico, sobre todo 

durante la gestación y en la infancia, hasta la pubertad. Tras alcanzar su 

máximo en la pubertad, su actividad inmunológica principal cesa y se convierte 

en residual pasando a ser principalmente tejido adiposo (Gruver A.L. y col.; 

2007). El timo es esencial para el normal desarrollo del sistema inmune; la 

eliminación de este órgano meses antes del nacimiento puede evitar el 

desarrollo de toda inmunidad celular, lo cual provoca un serio deterioro de las 

defensas inmunológicas que dependen de los linfocitos T derivados del timo 

(Miller J.F. y col.; 2002). 

 

 

Figura 1. Ubicación de la glándula timo en el cuerpo humano. Diferencia 

de tamaño entre recién nacidos y adultos. Fuente: McGrawHill Companies. 
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           Esta glándula se encuentra encapsulada y formada por 2 lóbulos 

principales unidos y compuestos por lobulillos que están separados por 

trabéculas de tejido conjuntivo. Podemos diferenciar en él dos zonas, una 

cortical externa donde residen timocitos relativamente inmaduros (expresan 

marcadores de superficie CD7, CD2, CD1), y una zona medular interna donde 

existen timocitos maduros (expresan CD44 y CD4 -en el caso de Linfocitos T 

reguladores- o CD8 -en el caso de Linfocitos T citotóxicos-). Además, en el timo 

predominan las células epiteliales, necesarias para la diferenciación de las 

células pretímicas en linfocitos T maduros, y pueden encontrarse células 

dendríticas,  macrófagos, fibroblastos,  eosinófilos y linfocitos B. 

 

El timo es altamente activo durante la vida embrionaria, alcanza su 

mayor actividad a los 6 meses de edad y continúa su crecimiento en la infancia 

alcanzando su talla máxima absoluta durante la pubertad (unos 40-50 grs. a los 

12 años de edad). A partir de entonces, en un momento aún no bien definido, 

cesa el crecimiento y comienza una involución fisiológica gradual en la zona 

cortical, llamada “involución natural”, con el consiguiente descenso en la 

producción de linfocitos, quedando pequeños vestigios en el adulto. En la 

vejez, la glándula es a menudo más pequeña que en el nacimiento, contando 

con unos 15 grs. aproximadamente.  

 

Esta involución con la edad es mostrada por un descenso en el peso 

total del órgano, atrofia del tejido linfoide asociado (el tejido linfoide que 

persiste mantiene sólo algo de función) y reemplazamiento por tejido adiposo 

maduro (Hale L.P. y col.; 2004). Se piensa que la involución tímica es el 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hale%20LP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15129912
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resultado de los altos niveles circulantes de hormonas sexuales, principalmente 

durante la pubertad, la menor población de células precursoras de médula ósea 

en la glándula y los cambios que se producen en el microambiente tímico 

(Caruso C. y col.; 2009), pero aunque esté aceptado que diversos factores 

contribuyan a la involución que sufre al timo en relación con la edad, muy poco 

se conoce sobre los mecanismos involucrados en el proceso. 

 

Se han descrito diversos cambios asociados con la involución tímica. 

Entre los más estudiados se encuentra la reducción en el número total de 

linfocitos T vírgenes (expresan el fenotipo CD45RA+, CD62L+ CD27+, CD28+ 

y CD11a+) por disminución en la timopoyesis, y el incremento en el número de 

linfocitos T de memoria, como una consecuencia de la experiencia 

inmunológica que se adquiere durante la vida. El efecto de una reducción de 

linfocitos T vírgenes en sangre periférica es el empobrecimiento en el repertorio 

total de linfocitos T, lo cual puede llevar a una limitada respuesta hacia los 

nuevos antígenos (Sansoni P. y col.; 2008). Sin embargo un proceso que 

comienza durante el desarrollo no es considerado por muchos investigadores 

como parte de un proceso de envejecimiento, sino que puede tratarse de un 

proceso adaptativo con desconocidas e importantes funciones. Así, algunas de 

las razones de la involución del timo se han buscado en términos de desarrollo. 

Las hipótesis propuestas para explicar la involución del timo hacen referencia a 

beneficios energéticos (George A.J. y col.; 1996), protección contra leucemia 

(Dorshkind K. y col.; 2009) puesto que una disminución de afluencia de 

progenitores celulares linfoides del hueso marrón está asociada con el riesgo 

de desarrollar leucemia de células T (Martins, V. C. y col.; 2012), 
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autoinmunidad, ya que defectos en el desarrollo de células T y su interacción 

permiten el envejecimiento prematuro del sistema inmune y pueden conducir al 

desarrollo de enfermedades autoinmunes (Prelog M. y col.; 2006), o 

mecanismo de selección de células T positivas (Dowling M.R. y col.; 2009). A 

pesar de que en todo caso la capacidad de producir células T disminuye de 

manera drástica con la edad, en personas de edad avanzada se retiene algún 

grado de la función tímica residual (Douek D.C. y col.; 2000). 

 

La involución natural fisiológica relacionada con la edad y su 

irreversibilidad están asociadas con una alteración de la inmunidad celular, por 

esta razón, todos los estudios llevados a cabo sobre la involución del timo 

adulto se han centrado principalmente en su aspecto inmunológico, en la 

senescencia inmune y en varias enfermedades asociadas que se relacionan 

con la atrofia e involución del tejido (Chinen J. y col.; 2006). De hecho, en los 

últimos años se ha incrementado el interés en la posibilidad de restaurar la 

actividad timopoyética debido a la observación de que diversas situaciones 

médicas afectan a la actividad fisiológica del timo (Castle S.C. y col.; 2000), no 

resultando nunca lo suficientemente interesante su estudio como potencial 

fuente de factores humorales y/o angiogénicos, ni como potencial fuente de 

células madre mesenquimales con posible uso para terapia celular, todo ello 

como alternativa a las tradicionales fuentes de tejido adiposo utilizadas que ya 

están siendo destinadas a dicha finalidad (Han J. y col.; 2010). Incluso tampoco 

se han estudiado las posibles características diferenciales que pueda presentar 

con respecto a otros tejidos adiposos. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Han%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19897586
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TEJIDO ADIPOSO 

 

El tejido adiposo es una variedad especializada de tejido conjuntivo que 

está formado por células adiposas o adipocitos y un componente 

estromático/vascular en el que residen los preadipocitos; también posee 

abundante irrigación sanguínea. Los adipocitos se unen entre sí mediante 

fibras reticulares de colágeno tipo III formando lobulillos que a su vez 

constituyen lóbulos adiposos. Los adipocitos, con un tamaño de 10 a 200 

micras, son células redondeadas especializadas en almacenar lípidos o grasas. 

 

En el cuerpo humano hay una distribución genérica de tejido adiposo 

aunque existen lugares donde éste se acumula en mayor cantidad, como es 

por ejemplo el caso de la región perirrenal, en el tejido conjuntivo que rodea a 

ciertos órganos, alrededor de las vísceras abdominales, en las glándulas 

mamarias o en la región glútea. 

 

Tradicionalmente, al tejido adiposo se le ha atribuido el papel de 

reservorio energético: almacén de triacilglicéridos durante la alimentación y 

liberación de ácidos grasos durante el ayuno para proporcionar la energía 

necesaria en otros tejidos. Sin embargo, el papel metabólico de este tejido es 

mucho más complejo. Es necesario para mantener la homeostasis de la 

glucosa en el organismo y parece estar involucrado en diferentes procesos 

inflamatorios. Actualmente se le atribuyen importantes funciones fisiológicas ya 

que secreta numerosas proteínas, denominadas adipocitoquinas o adipocinas, 

que participan en la regulación tanto autocrina como paracrina del propio tejido, 
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así como en la función de órganos distales como músculo, páncreas, hígado o 

cerebro (Trayhurn P. y col.; 2001). Algunas de estas proteínas son citoquinas 

inflamatorias o participan en la respuesta inmune, otras juegan un papel en el 

metabolismo lipídicos, y otras están involucradas en la homeostasis vascular. 

Alteraciones en la producción de adipocinas se relacionan con estados de 

insulino-sensibilidad o disfunción endotelial, evidenciando la relación entre la 

regulación de la función endotelial y las adipocinas. (de Carvalho M.H. y col.; 

2006) Existen considerables evidencias de la relación entre la alteración de la 

producción de ciertos factores adipocíticos y sus consecuencias 

fisiopatológicas como complicaciones metabólicas y cardiovasculares 

relacionadas de la obesidad (Trayhurn P. y col.; 2001), poniendo de manifiesto 

que el tejido adiposo no es una simple reserva de energía. 

 

Existen dos tipos principales de tejido adiposo. Presentan diferencias 

respecto a su morfología celular, vascularización e inervación, coloración en 

fresco, localización y función. 

 

- Tejido adiposo marrón o pardo (grasa parda). Tejido multilocular ya que 

los lípidos se almacenan en forma de pequeñas vesículas distribuidas de 

forma regular por todo el citoplasma. Los adipocitos marrones son de 

menor tamaño que los blancos y tienen forma poliédrica; se unen entre 

sí por un fino tejido conjuntivo formando lobulillos entre los que abundan 

los capilares sanguíneos y las terminaciones nerviosas. Su nombre 

deriva de la coloración de los adipocitos que es debida a la 

citocromooxidasa presente en la gran cantidad de mitocondrias esféricas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Trayhurn%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11681807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Carvalho%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16767296
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Trayhurn%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11681807
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con crestas largas y tubulares que posee, las cuales expresan altas 

cantidades de UCP1 (uncoupling protein 1), proteínas desacoplantes 

que producen fosforilación oxidativa desacopladora, lo que da lugar a 

disipación de energía en forma de calor. Por tanto, él es el encargado de 

la termogénesis. 

 

- Tejido adiposo blanco o amarillo (grasa blanca). Tejido unilocular ya que 

los lípidos se almacenan en el interior celular en una única gota lipídica 

de gran tamaño que ocupa hasta el 95% del volumen total celular, 

desplanzando los restantes componentes citoplasmáticos, muy escasos, 

hacia la periferia. Los adipocitos uniloculares son muy grandes. 

Alrededor de cada adipocito existe una capa fina de glicocalix y una fina 

red de fibras reticulares, así como abundantes vasos sanguíneos de 

pequeño calibre (arteriolas, vénulas y capilares). Estos adipocitos 

adoptan forma esférica aislados, pero en los lobulillos se aprecian 

poliédricos. Este Tejido Adiposo es el más abundante del organismo 

humano adulto. En él se pone de manifiesto el tejido adiposo como 

órgano productor de sustancias con acción endocrina, paracrina y 

autocrina. 

 

- En los últimos años se habla de un tercer tipo de adipocitos tras 

comprobar que ciertos “paquetes” de genes con capacidad termogénica 

pueden desarrollarse en el tejido adiposo blanco en respuesta a 

determinados estímulos (Vitali, A. y col.; 2012). A los adipocitos con esta 

capacidad se les ha llamado “beige”. Son muy similares a los adipocitos 
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del tejido adiposo marrón ya que poseen un elevado contenido 

mitocondrial, gotas lipídicas multiloculares y expresan genes específicos 

de grasa marrón, por ejemplo, UCP-1 (Harms M. y col.; 2013). En los 

depósitos de tejido adiposo subcutáneos de ratón estás células no 

derivan de los mismos precursores embriogénicos de los que derivan los 

adipocitos marrones (Seale P. y col.; 2008) ni expresan altos niveles de 

UCP1 y otros genes termogénicos bajo condiciones basales, sino de 

forma estimulada por ciertos activadores tales como los agonistas del 

receptor β-adrenérgico o el receptor de peroxisoma-γ activado por el 

proliferador (PPAR-γ) (Petrovic, N. y col.; 2010. Wu J. y col.; 2013) 

sugiriendo esto que pueden considerarse distintos tipos celulares. Estos 

adipocitos “intermedios” entre los blancos y los marrones están 

normalmente localizados en las zonas de transición de los dos tejidos 

adiposos clásicos (Vitali A. y col.; 2012). 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Características morfológicas de los adipocitos blancos, marrones y beige. A) 

Aspecto histológico del Tejido Adiposo blanco a microscopía óptica. B) Aspecto histológico del 

Tejido Adiposo marrón a microscopía óptica. C) Una inmunohistoquímica para UCP1 muestra los 

clásicos adipocitos marrones de color marrón oscuro y los adipocitos beige con una tinción más 

débil. Fuente: Smorlesi A. y col.; 2012. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Harms%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24100998
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En ratas se ha observado una progresiva reducción del número de 

adipocitos marrones y un simultáneo incremento en el número de adipocitos 

blancos en los depósitos subcutáneos con la edad. La aclimatación al frío de 

ratas adultas restablece la cantidad de adipocitos marrones a los niveles de 

animales jóvenes (Morroni M. y col.; 1995). En humanos el tejido adiposo 

marrón parece ser reemplazado por el blanco con la edad. La exposición al frío 

y a reducida iluminación en humanos parecen tener similares efectos a los 

observados en ratas (Nedergaard J. y col.; 2010). 

 

En condiciones normales el 80% del tejido adiposo está localizado en la 

hipodermis constituyendo el tejido adiposo subcutáneo (TAS), mientras que el 

tejido adiposo visceral (TAV) representa menos del 20%. El TAV está 

constituido por adipocitos de tamaño más reducido, con menor capacidad de 

almacenamiento, más vascularizado, con mayor inervación simpática y mayor 

actividad metabólica. 

 

En el crecimiento postnatal o aumento del tejido adiposo se hallan 

implicados dos procesos: 

- Crecimiento hiperplásico. Consiste en el incremento del número de 

adipocitos debido a la mitosis de los preadipocitos mesenquimáticos 

que, tras una serie de pasos de diferenciación en la que participa toda 

una cascada de factores de transcripción específicos, pasan a 

adipoblastos y finalmente a adipocitos. Prevalece durante la infancia y 

juventud. 
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- Crecimiento hipertrófico. Consiste en el aumento del tamaño de los 

adipocitos por almacén de mayor cantidad de lípidos. Los adipocitos 

pueden duplicar o triplicar su tamaño normal. Este mecanismo es el que 

básicamente se produce en la etapa adulta. 

 

 

 

Figura 3. Hiperplasia e hipertrofia. La hiperplasia e hipertrofia son los procesos 

responsables del incremento de masa del tejido adiposo, el cual se relaciona con obesidad. 

En la hiperplasia del tejido adiposo contribuyen tanto el reclutamiento de células madre 

multipotentes hacia el linaje adipogénico para producir nuevos adipocitos como la expansión 

mitótica clonal de los preadipocitos existentes durante la adipogénesis. Las células madre 

multipotentes y los preadipocitos están presentes en la fracción del estroma vascular (SVF) 

del tejido adiposo. El incremento de la lipogénesis y el almacenamiento de ácidos grasos en 

las gotas de grasa uniloculares permiten la hipertrofia de los adipocitos maduros. Fuente: 

Otto T.C. y col.; 2005. 
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ADIPOGÉNESIS 

 

 Adipogénesis es el proceso de diferenciación celular por el cual, los 

preadipocitos se convierten en adipocitos. Este paso de preadipocitos hacia 

adipocitos se produce durante toda la vida. Se han desarrollado numerosos 

modelos de cultivo celular para poder estudiar el compromiso y la posterior 

diferenciación de los preadipocitos hacia adipocitos. (Otto T.C. y col.; 2005). El 

linaje de células adiposas surge de una población de células madre 

multipotentes de origen mesodérmico. Estas células  precursoras residen en el 

estroma vascular del tejido adiposo y están sometidas a un proceso de 

múltiples etapas que comprende un paso inicial de compromiso en el que las 

células se restringen hacia el linaje de adipocitos a pesar de que aún no 

expresen marcadores de diferenciación terminal. Estas células pluripotentes 

también tienen el potencial de comprometerse, y por tanto diferenciarse, hacia 

miocitos, osteocitos y condrocitos (Huang H. y col.; 2009), sin embargo, una 

vez comprometidas, los preadipocitos pueden ser inducidos a diferenciarse 

hacia adipocitos, pero no hacia otros tipos celulares. 

 

Figura 4. El compromiso de las células madre multipotentes de origen mesodérmico da 

lugar a múltiples tipos celulares con diferentes características. Cuando reciben el estímulo 

apropiado, las células madre multipotentes mesodérmicas originan cuatro grandes linajes: 

mioblastos, preadipocitos, osteoblastos y condroblastos, los cuales experimentan diferenciación 

hacia las células que producirán tejido muscular, adiposo, óseo y cartilaginoso, respectivamente. 

Fuente: Otto T.C. y col.; 2005. 
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El siguiente paso tras el compromiso es la activación de una red de factores de 

transcripción que dan lugar al fenotipo de adipocitos. Es probable que los 

factores que inician este proceso sean secretados por las células de la propia 

población del estroma vascular y/o por los adipocitos sometidos a hipertrofia. 

Se han identificado ex vivo factores que permiten el compromiso de las células 

madre mesenquimales al linaje adiposo (BMPs: bone morphogenetic proteins, 

como BMP2 y BMP4), así como a los linajes de cartílago o de hueso, todo ello 

dependiendo de las condiciones del cultivo, pero aún no se han determinado 

los mecanismos moleculares por los cuales están reguladas estas rutas (Otto 

T.C. y col.; 2005). 

 

Figura 5. Principales fases del desarrollo de adipocitos a partir ce células madre 

multipotentes. El compromiso de las células madre multipotentes hacia el linaje adiposo para 

producir preadipocitos es iniciados por BMP4. La exposición de los preadipocitos a los inductores 

de diferenciación apropiados desencadena unas dos rondas de expansión clonal mitótica, 

incrementándose de este modo el número celular unas cuatro veces. Seguida a la expansión 

clonal mitótica tiene lugar la diferenciación terminal, en la cual, la gran familia de genes de los 

adipocitos se activa transcripcionalmente. Fuente: Otto T.C. y col.; 2005. 
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 Antes de la diferenciación, las líneas celulares de preadipocitos son 

morfológicamente similares a las células preadiposas fibroblásticas del estroma 

del tejido adiposo. Sin embargo, tras la inducción de diferenciación, estas 

células pierden su carácter fibroblástico, asumen un aspecto redondeado y 

adquieren las características morfológicas y bioquímicas de los adipocitos. 

 

Numerosos estudios han demostrado que inhibir la expansión mitótica 

clonal de los preadipocitos, impide la adipogénesis. La evidencia más 

convincente de ello reside en experimentos en los que la interrupción de la 

señalización del factor de transcripción C/EBPβ, y por tanto, el consiguiente 

bloqueo de la expansión clonal mitótica, impidió que se diera el proceso de 

adipogénesis (Tang Q.Q. y col.; 2003. Zhang. y col.; 2004). 

 

Cuando las células completan su expansión clonal, entran en una etapa 

de crecimiento detenido, que es apropiada para la posterior diferenciación 

(Scott R.E. y col.; 1982). En preadipocitos 3T3-L1 este proceso se caracteriza 

por cambios en la expresión de inhibidores de ciclinas dependientes de kinasas 

(Morrison R.F. y col.; 1999). Incluso una vez iniciada la diferenciación, los 

preadipocitos conservan la capacidad de desdiferenciarse y volver a entrar en 

mitosis. Sin embargo, una vez que han salido de la etapa de crecimiento 

detenido, llegan a un punto poco definido en el que llegan a comprometerse 

hacia la diferenciación terminal, la cual está mantenida por la expresión, al 

menos en parte, de dos familias de factores de transcripción. (Tontonoz P. y 

col.; 1994). 
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Se conoce bien que la expansión del tejido adiposo está relacionada con 

el desarrollo de su sistema vascular. Hay estudios que demuestran que el tejido 

adiposo humano de los adultos con obesidad severa es capaz de inducir la 

angiogénesis (creación de nuevos vasos sanguíneos a partir de los ya 

preexistentes) mediante reclutamiento de sus propias células endoteliales 

(Ledoux S. y col.; 2008), por tanto, angiogénesis y adipogénesis son dos 

procesos vinculados funcionalmente. Durante la embriogénesis, el desarrollo 

del tejido adiposo y su vascularización están temporal y espacialmente 

relacionados (Hausman G.J. y col.; 2004). En modelos animales de obesidad 

genética e inducida la expansión del tejido adiposo está asociada con una 

angiogénesis muy activa, mientras que la inhibición de la angiogénesis evita el 

desarrollo del tejido adiposo (Rupnick M.A. y col.; 2002. Bråkenhielm E. y col.; 

2004. Kolonin M.G. y col.; 2004). La relación entre los adipocitos y las células 

endoteliales implica numerosos factores paracrinos asociados con la 

Figura 6. Dibujo representativo del proceso de adipogénesis desde un 

preadipocito a un adipocito maduro. El adipocito ya maduro se presenta como una 

célula de gran tamaño con forma esferoidal, cuyo citoplasma se encuentra ocupado por 

una gran vacuola lipídica que desplaza al núcleo y demás orgánulos a la periferia. 

Fuente: Illustration and Animation; G. Carlson. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hausman%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15032451
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rupnick%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12149466
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Br%C3%A5kenhielm%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15155527
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kolonin%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15133506
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angiogénesis y/o con la diferenciación del tejido adiposo así como 

interacciones célula-célula; también se ha observado que las células madre 

derivadas de tejido adiposo humano pueden diferenciarse hacia células 

adiposas o hacia células endoteliales (Cao Y. y col.; 2005. Miranville A. y col.; 

2004. Planat-Benard V. y col.; 2004). Numerosos estudios han demostrado que 

el tejido adiposo puede estimular la angiogénesis en modelos fisiológicos tales 

como la membrana corioalantoidea (CAM) de pollo y la cornea de conejo, o en 

modelos fisiopatológicos como la cicatrización de heridas o la revascularización 

de tejidos isquémicos (Cao Y. y col.; 2007. Miranville A. y col.; 2004. Planat-

Benard V. y col.; 2004. Rehman J. y col.; 2004. Sumi M. y col.; 2007). El tejido 

adiposo produce diversos factores que están involucrados en la angiogénesis 

(TNF-α, VEGF…); así mismo, factores implicados en la regulación adipocitaria 

(leptina, adiponectina…) regulan la angiogénesis (Ledoux S. y col.; 2008). 

 

 

 

MECANISMOS MOLECULARES MEDIADORES DE LA ADIPOGÉNESIS EN 

EL TEJIDO ADIPOSO BLANCO 

 

En los últimos años se han estudiado ampliamente los mecanismos 

celulares y moleculares de la diferenciación de adipocitos o adipogénesis 

usando cultivos de preadipocitos. Los preadipocitos sometidos a crecimiento 

detienen y consecuentemente terminan su diferenciación en adipocitos, debido 

a un drástico incremento en la expresión de genes de adipogénesis entre los 

que se incluyen proteínas de unión de ácidos grasos y enzimas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miranville%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15238461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miranville%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15238461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rehman%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14993122
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metabolizadoras de lípidos. Varias hormonas y factores de crecimiento afectan 

también de manera positiva o negativa a este proceso y componentes 

involucrados en las interacciones célula-célula o célula-matriz extracelular son 

clave en su regulación (Gregoire F.M. y col.; 1998). 

 

Como factores de crecimiento principales implicados en la compleja red 

de diferenciación de preadipocitos en adipocitos encontramos a PPARγ y 

C/EBPα: 

 

Receptor activador de la proliferación de los peroxisomas (PPAR: peroxisome 

proliferator-activated receptors). Los PPARs son factores de transcripción 

pertenecientes a la superfamilia de los receptores nucleares activados por 

ligando que regulan de manera directa la expresión de un gran número de 

genes involucrados en la diferenciación de adipocitos, el metabolismo de 

lípidos y carbohidratos y la síntesis de adipocinas, por lo que están implicados 

en varios desajustes metabólicos entre los que se incluyen obesidad, insulino 

resistencia, dislipidemia e hipertensión (Chmielewska-Kassassir M. y col.; 

2013). La activación por fosforilación de estos receptores es debida a ácidos 

grasos poliinsaturados o derivados (ligandos fisiológicos) y tiazolidinedionas o 

fibratos (ligandos farmacológicos). Para unirse al elemento de respuesta 

localizado en la región promotora del gen diana es necesaria la formación de 

un heterodímero entre PPAR y otro receptor nuclear, el receptor del ácido 9-

cis-retinoico (RXR) (Bardot O. y col.; 1993). De los tres subtipos o isoformas 

que se conocen (α, β/δ, and γ), PPARγ es el más estudiado. Se expresa en 

tejido adiposo, lengua, intestino delgado, hígado, riñón, corazón y macrófagos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gregoire%20FM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9674695
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chmielewska-Kassassir%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24379269
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(Abbott B.D. y col.; 2009), y actúa como núcleo regulador central para la 

inducción y mantenimiento de la diferenciación y función de las células de 

grasa. (Tontonoz P. y col.; 1994). PPARγ se expresa como dos isoformas 

PPARγ1 y PPARγ2, generadas por promotores alternativos del mismo gen que 

dan lugar a distintos ARN mensajeros. Ambos son idénticos salvo por los 30 

amino ácidos adicionales presentes en la región amino terminal de PPARγ2. 

Mientras que PPARγ1 se expresa en diversos tejidos, la expresión de PPARγ2 

está casi restringida al adiposo (Mueller E. y col.; 2002). Se usan agonistas de 

PPARγ para el tratamiento de dislipidemias e hiperglicemias. 

 

Proteínas de unión al potenciador (C/EBP: CCAAT/Enhancer Binding Protein). 

Son una familia de factores de transcripción críticos para la normal 

diferenciación y función celular de una variedad de tejidos. Consisten en 

proteínas modulares que tienen 3 dominios: de activación, de dimerización 

consistente en región rica en aminoácidos básicos y una “cremallera de 

leucina” (bZIP), y de unión al ADN. Todos los miembros de la familia conservan 

el dominio de dimerización, requerido para la unión al ADN, gracias al cual, 

forman homo- y hetero-dímeros con otras familias proteicas. La dimerización 

con diferentes proteínas modula la actividad transcripcional de genes dianas. El 

dominio de activación está menos conservado lo cual los hace variar desde 

potentes activadores a dominantes represores. Los efectos pleiotróficos de 

estas proteínas son debidos, en parte, a la expresión específica en cada tejido 

y etapa (Lekstrom-Himes J. y col.; 1998). Los genes pertenecientes a las 

C/EBP se designan tradicionalmente como C/EBPα, β, γ, δ, ε y ζ (Cao Z. y col.; 

1991). C/EBPα fue el primero en clonarse. Sus niveles se han medido en 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lekstrom-Himes%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9786841
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cao%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1840554
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hígado, tejido adiposo, intestino, pulmón, glándula adrenal, células 

mononucleares de sangre periférica y placenta (Antonson P. y col.; 1995). 

PPARγ puede inducir adipogénesis en fibroblastos embrionarios de ratón, 

mientras que C/EBPα es incapaz de dirigir el programa adipogénico en 

ausencia de PPARγ (Rosen E.D. y col.; 2002) lo que sugiere que ambos 

factores participan en una única ruta de adipogénesis en la que PPARγ es el 

factor dominante. Otros dos miembros de esta familia de proteínas, C/EBPβ y 

C/EBPδ, cuya expresión es más temprana que la de C/EBPα, están implicados 

en la adipogénesis de células 3T3-L1 y son responsables de regular la 

expresión de C/EBPα (Yeh W.C. y col.; 1995). 

Figura 7. Control transcripcional de la adipogénesis. Tras la proliferación de los 

preadipocitos, la diferenciación es promovida por varias familias de factores de transcripción. 

Las proteínas C/EBP β y δ se expresan en primer lugar, seguidas de PPARγ, que a su vez 

activa a  C/EBPα. C/EBPα ejerce un feedback positivo sobre PPARγ para mantener la 

diferenciación. Otro factor de transcripción, SREBP1 (Sterol responsive element binding 

protein 1c, también llamado ADD1 -adipocyte determination and differentiation factor 1-) puede 

aumentar la actividad transcripcional de PPARγ. Estos factores inducen la expresión de los 

genes que caracterizan el fenotipo de los adipocitos diferenciados. El factor de transcripción 

FOXC2 (Forkhead box C2) también activa a los genes que estimulan la diferenciación de los 

adipocitos (C/EBPα, PPARγ, y ADD1/SREBP1). Fuente: Valet P. y col.; 2002. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Antonson%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7575576
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Valet%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12032159
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También son importantes en la adipogénesis y en el tejido adiposo: 

 

Proteínas de unión a ácidos grasos (FABPs: fatty-acid-binding proteins). 

Consisten en proteínas citoplasmáticas con distribución específica de tejido 

implicadas en el almacenamiento y transporte celular de ácidos grasos, así 

como en la coordinación de las rutas metabólicas e inflamatorias y en la 

modulación de la expresión génica. (Coe N.R. y col.; 1998). FABP4 (aP2) es 

una chaperona citoplasmática expresada principalmente en tejido adiposo y 

macrófagos, y una de las proteínas más abundantes de adipocitos maduros 

(Maeda K. y col.; 2005). También se ha detectado en altas concentraciones en 

el suero humano (Xu A. y col.; 2006). Su expresión en progenitores adipocíticos 

es controvertida pues hay estudios que indican que no se detecta expresión de 

FABP4 en las células de la fracción del estroma vascular (SVF) del tejido 

adiposo, una población celular heterogénea que incluye progenitores celulares 

adiposos (Tang W. y col.; 2008), sin embargo, otros estudios sugieren que 

FABP4 es expresada por preadipocitos. (Soukas A. y col.; 2001. Tchoukalova 

Y.D. y col.; 2004). Análisis inmunohistoquímicos de diversos grupos revelaron 

que FABP4 también se expresa en las células endoteliales capilares de varios 

órganos, incluyendo corazón, músculo esquelético y tejido adiposo (Elmasri H. 

y col.; 2009. Masouyé I. y col.; 1997), lo cual sugiere el papel de FABP4 en el 

transporte de ácidos grasos a través de las células endoteliales capilares en 

estos tejidos. Aunque el papel biológico de FABP4 aún no está bien 

comprendido, su función se ha relacionado con la insulino sensibilidad, el 

metabolismo lipídico y la inflamación (Makowski L. y col.; 2004). FABP4 

desencadena la ubiquitinación y consecuente degradación proteasómica de 
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PPARγ. Preadipocitos de ratón nulos para FABP4 exhibieron expresión 

incrementada de PPARγ y marcada potenciación de la adipogénesis en 

comparación con las células “wild type”, indicando que FABP4 regula la 

adipogénesis mediante infraregulación de PPARγ. (Garin-Shkolnik T. y col.; 

2014). 

 

Proteína relacionada con la diferenciación adiposa (ADRP: 

Adipose differentiation-related protein). ADRP es una proteína de 50 kDa de 

peso molecular inicialmente clonada por hibridación diferencial a partir de una 

librería de ADNc de adipocitos 1246 diferenciados. Su ARNm es inducido a 

pocas horas del comienzo de la diferenciación adiposa en células de ratón, 

convirtiéndolo en un marcador temprano del programa de diferenciación 

adiposa (Jiang H.P. y col.; 1992-A. Jiang H.P. y col.; 1992-B). Aparece 

expresado en altos niveles en tejido adiposo y en otros muchos tipos celulares 

y tejidos donde los lípidos son acumulados o sintetizados, aunque a menores 

niveles que en adipocitos (Brasaemle D.L. y col.; 1997). En células 3T3-L1, los 

niveles proteicos de ADRP se incrementaron en el día 1 de diferenciación y 

posteriormente decrecieron en el día 4. Los estudios de inmunolocalización a 

diferentes momentos del programa de diferenciación adiposa en adipocitos 

1246 y 3T3-L1 indicaron que ADRP se localizó en los alrededores de la 

membrana plasmática en las células que comienzan la diferenciación y también 

fue encontrada en la superficie de las gotas lipídicas de preadipocitos 3T3-L1 

cultivados y en adipocitos recién diferenciados (Brasaemle D.L. y col.; 1997). 

Aunque estos datos sugieran que ADRP puede jugar cierto papel en estadíos 

tempranos de la diferenciación adiposa, poco es conocido sobre su función en 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Garin-Shkolnik%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24319114
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esta etapa y su secuenciación no arroja ninguna información sobre su posible 

acción en adipocitos. (Gao J. y col.; 1999). La expresión de ADRP se encontró 

inducida en hígado de ratón tratado con el inhibidor carnitina 

palmitoiltransferasa I, el cual causó una neutral acumulación lipídica en el 

órgano (Steiner S. y col.; 1996). La sobreexpresión de ADRP estimula la 

acumulación de lípidos y la formación de gotas de lípidos sin inducción de otros 

genes específicos de adipocitos, como PPARγ, o de otros genes lipogénicos, 

como FABP4, en células fibroblásticas de ratón. (Imamura M. y col.; 2002). 

Estos estudios sugieren que ADRP está involucrada en la formación o 

estabilización de las gotas lipídicas en adipocitos. 

 

 

 

ANGIOGÉNESIS 

 

 En 1787 el cirujano británico John Hunter usó por primera vez el término 

“angiogénesis” para describir el crecimiento de nuevos vasos sanguíneos 

observado en la cornamenta de renos. 

 

Angiogénesis es el proceso fisiológico que consiste en la formación de 

nuevos vasos sanguíneos a partir de vasos preexistentes a través de la 

migración y proliferación de células endoteliales previamente ya diferenciadas. 

 

Son cuatro los pasos principales que se dan durante la angiogénesis: 

1. Estimulación de las células endoteliales por factores angiogénicos: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gao%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10358026
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Imamura%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12217895
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a. Factor de Crecimiento Fibroblástico básico (Basic Fibroblast 

Growth Factor -bFGF-): potente inductor de migración celular 

endotelial, proliferación y formación tubular; se trata de un factor 

pleiotrópico no específico para las células endoteliales; su 

receptor (FGF receptor) pertenece a la familia de las tirosin 

kinasas. 

b. Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (Vascular 

Endothelial Growth Factor -VEGF-): altamente específico de las 

células endoteliales; inductor de la expresión de proteinasas 

extracelulares aumentando la expresión de integrinas específicas 

para la migración e iniciando la proliferación y migración celular. 

Se une a receptores endoteliales específicos pertenecientes a la 

familia de las tirosín kinasas (VEGF-R1/Flt-1, VEGF-R2/Flk-1, 

VEGF-R3/Flt-4), su expresión es potenciada por condiciones de 

hipoxia y se inactiva por p53. 

 

2. Degradación de la lámina basal por células endoteliales activadas (vía 

proteinasas extracelulares). Las células endoteliales activadas alteran 

sustanciosamente sus uniones intercelulares así como a la lámina basal 

y a los pericitos de forma que se modifica el flujo a través del endotelio 

activando las proteasas de remodelización de la membrana basal. Estas 

enzimas degradativas descomponen la matriz extracelular facilitando la 

migración de las células endoteliales: 

a. Metaloproteinasas de la Matriz Extracelular (Matrix 

Metalloproteinases -MMPs-): Familia de 22 endopeptidasas 
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dependientes de Zinc que degradan los componentes de la matriz 

extracelular. Se clasifican tradicionalmente en función de la 

especificidad del sustrato (colagenasas, gelatinasas, 

estromelisinas, matrilisinas). MMP1, MMP2 y MT1-MMP se 

expresan durante la angiogénesis. 

b. Urokinasa (uPA): Convierte el plasminógeno (zimógeno) en 

plasmina, serín proteasa que desencadena una cascada 

proteolítica que; dependiendo de la ubicación en que se 

encuentre, participa en trombolisis o en degradación de la matriz 

extracelular. La unión a su receptor de superficie celular (uPAR) 

puede inducir la proliferación celular y regular la migración celular. 

 

3. Formación del brote capilar y migración de células endoteliales: 

a. La migración de células endoteliales forma la punta del brote 

capilar y, junto con la proliferación celular, contribuye al aumento 

de longitud del vaso que se está desarrollando. 

b. Expresión de integrinas tales como CD29/ITGβ1, CD31/PCAM-1, 

CD49a/VLA1, CD73 y CD90/Thy-1 en los vasos recientemente 

formados. Las integrinas o proteínas de adhesión actúan como 

“garfios” para ayudar a que el brote capilar crezca ya que 

permiten la migración de las células endoteliales por interacción 

con componentes específicos de la matrix circundante. Las 

interacciones entre estas integrinas específicas y los receptores 

del factor de crecimiento tales como VEGF-Rs median los efectos 

pro-angiogénicos (Serini G. y col.; 2008). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Serini%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18285512
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4. Maduración del nuevo vaso: 

a. Angiopoyetina (Ang1). Producida por las células estromales 

circundantes, induce la supervivencia celular endotelial y la 

estabilización de los nuevos tubos capilares (se une al receptor 

Tie2 de las células endoteliales el cual inhibe la apoptosis). 

b. Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (Platelet Derived 

Growth Factor -PDGF-). Producido por las células endoteliales del 

nuevo tubo capilar, recluta pericitos que interactúan en la 

estabilización de nuevo vaso. 

c. La nueva membrana es sintetizada por los capilares sanguíneos 

recién formados. La interacción entre las células endoteliales, la 

matriz extracelular y las células mesenquimales es condición 

primordial para la formación de una vasculatura estable. 

Figura 8. Migración y Proliferación Celular. 

Fuente: Berkowitz Lab Home Page 
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Figura 9. Cascada de eventos de la angigoénesis: ¿cómo crecen los nuevos vasos 

sanguíneos?. El proceso de angiogénesis se produce como una ordenada serie de eventos 

en cascada. Los tejidos lesionados, enfermos o con necesidad de circulación, producen y 

liberan factores de crecimiento angiogénicos (proteínas) que se difunden a los tejidos 

cercanos. Estos factores de crecimiento angiogénicos se unen a receptores específicos que 

se localizan en las células endoteliales (CE) de los vasos sanguíneos cercanos preexistentes. 

Una vez que los factores de crecimiento se unen a sus receptores, las células endoteliales se 

activan y se envían señales desde la superficie de la célula al núcleo. La maquinaria de la 

célula endotelial comienza a producir nuevas moléculas, incluyendo enzimas. Estas enzimas 

se disuelven en pequeñas vesículas recubiertas que se forman en la membrana basal que 

rodea a todos los vasos sanguíneos existentes. Las células endoteliales comienzan a dividirse 

(proliferar) y hacia el tejido enfermo o lesionado. Unas moléculas de adhesión especializadas 

llamadas integrinas sirven como garfios para ayudar a brotar a los nuevos vasos sanguíneos 

hacia adelante. Se producen enzimas adicionales (metaloproteinasas de la matriz) para 

disolver el tejido en la zona de la incipiente brotación. A medida que el vaso se va 

extendiendo, el tejido se remodela a su alrededor. Células endoteliales se van situando 

alrededor para formar el tubo del nuevo vaso sanguíneo. Los tubos de los vasos sanguíneos 

individuales se van conectando para formar todo el circuito de nuevos vasos sanguíneos por 

el que circular sangre. Finalmente, los tubos de los vasos sanguíneos recién formados se 

estabilizan gracias a las células musculares especializadas (células de músculo liso, pericitos) 

que proporcionan el necesario soporte estructural. El flujo de sangre comienza. Fuente: The 

Angiogenesis Foundation. 
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Cuando la generación de nuevos vasos sanguíneos es suficiente, se 

produce disminución de los factores angiogénicos y aumento de la 

concentración local de los factores inhibidores de la angiogénesis. 

 

La angiogénesis es imprescindible en condiciones fisiológicas para el 

crecimiento del organismo, desarrollo embrionario y restablececimiento del flujo 

sanguíneo en los tejidos tras una lesión (cicatrización de heridas, por ejemplo). 

En mujeres, se desarrolla cíclicamente en ovario y útero para madurar el óvulo 

durante la ovulación y reconstruir la pared uterina en el ciclo reproductivo 

menstrual; en el embarazo se da para reconstrucción de la placenta y 

establecer la circulación sanguínea madre-feto. Sin embargo, una excesiva 

angiogénesis puede conducir a trastornos patológicos tales como 

aterosclerosis, diabetes, psoriasis, adiposidad y cáncer (los tumores 

encuentran en dicho fenómeno la forma de abastecerse de nutrientes y oxigeno 

que les permiten subsistir y desarrollarse). Numerosas terapias oncológicas se 

basan en el empleo de agentes antiangiogénicos, siendo la principal diana el 

factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF: Vascular Endothelial 

Growth Factor) o su receptor (VEGF-R2) (Witte L. y col.; 1998). 

 

El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es el principal 

mediador de la angiogénesis, tanto fisiológica como patológica: regulador clave 

de la angiogénesis fisiológica durante la embriogénesis, el crecimiento del 

esqueleto y las funciones reproductivas, VEGF también se encuentra implicado 

en la angiogénesis asociada a tumores, trastornos neovasculares y de 

permeabilidad vascular (Dvorak H.F. y col.; 1999) y otras condiciones 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Witte%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9770111
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dvorak%20HF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9893348
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patológicas como la degeneración macular relacionada con la edad. Fue el 

primer miembro de los factores angiogénicos que se clonó y, actualmente, aún 

permanece como el factor de crecimiento angiogénico mejor caracterizado 

(Ferrara N. y col.; 2003). VEGF es reconocido por ser un potente estimulador 

de la proliferación y migración de las células endoteliales y regulador de su 

supervivencia. Otros factores peptídicos de crecimiento, tales como el factor de 

crecimiento fibroblástico (FGF) o la angiopoyetina (Ang) también influyen en la 

proliferación endotelial y en su función, sin embargo, la mayoría de estos 

factores actúan complementando la señalización y coordinación del VEGF. 

(Wang S. y col., 2008). Estudios génicos dirigidos donde la pérdida de un único 

alelo de VEGF resulta letal en embriones de ratón entre los días 11 y 12 debido 

a un deterioro de la angiogénesis que resulta en diversas anomalías de 

desarrollo, han mostrado la crítica importancia de VEGF en vasculogénesis y 

angiogénesis (Ferrara N. y col.; 1996). Su expresión génica está influenciada 

por una variedad de factores, entre los que se incluye hipoxia, insulina, factores 

de crecimiento y diversas citokinas (Liekens, S. y col.; 2001). 

 

VEGF-A (17-23 kDa) es el principal factor angiogénico; estimula la 

proliferación y migración de las células endoteliales (Carmeliet P. y col.; 1996). 

VEGF-B (21 kDa) es idéntico al VEGF-A en un 43% y también promueve la 

angiogénesis ya que está implicado en la degradación de la matriz extracelular 

vía regulación de la activación del plaminógeno (Olofsson B. y col.; 1998). 

VEGF-C presenta un 30% de homología con VEGF-A y juega un importante 

papel tanto en angiogénesis como en linfoangiogénesis (Joukov V. y col.; 1996. 

Karkkainen M.J. y col.; 2004). VEGF-D es idéntico al VEGF-C en un 48% y 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ferrara%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12778165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18509061
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ferrara%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8602242
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también promueve el crecimiento de los vasos linfáticos (Stacker S.A. y col.; 

2001). 

 

Estos ligandos se unen a receptores pertenecientes a la familia de las 

tirosín quinasas conocidos como VEGF-R1/Flt-1, VEGF-R2/Flk-1 y VEGF-

R3/Flt-4. VEGF-R1 es un regulador positivo de la migración de monocitos y 

macrófagos y se ha descrito como regulador, tanto positivo como negativo, de 

la capacidad de señalización de VEGF-R2. VEGF-R2 está implicado en todos 

los aspectos fisiológicos y patológicos de la biología celular del endotelio 

vascular, mientras que VEGF-R3 es importante para el desarrollo y función de 

las células endotelio-linfáticas. (Olsson A.K. y col.; 2006). 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Receptores de los factores de crecimiento del endotelio vascular. Los factores 

de crecimiento del endotelio vascular de mamíferos (VEGFs) se unen a receptores tipo tirosín 

quinasa (VEGF-Rs) que se ensamblan como dímeros permitiendo la formación receptores 

homo y hetero-diméricos. El factor de crecimiento placentario (placenta growth factor -PLGF-) 

es una proteína que pertenece a la familia de los VEGFs y que se a VEGF-R1, al igual que 

VEGF-A y B. VEGF-A también se una a VEGF-R2 y VEGF-C y D se unen a VEGF-R3. El 

procesamiento proteolítico de VEGF-C y D permite la unión de éstos a VEGF-R2, sin 

embargo, esta unión es de menor afinidad que la unión con VEGF-R3. Memb. Celular: 

membrana celular. Fuente: Olsson A.K. y col.; 2006. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Olsson%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16633338
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Olsson%20AK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16633338


                                                                                                                                   Introducción 
 

~ 29 ~ 

 

           En el proceso de angiogénesis también juegan un papel fundamental las 

integrinas. El creciente interés en ellas reside en que se encuentran 

involucradas en los procesos de adhesión y reconocimiento celular 

(célula/matriz extracelular, célula/célula -leucocito/leucocito y leucocito/célula 

endotelial- y célula/sustrato -mediadoras en la adhesión de las plaquetas con el 

fibrinógeno y otros ligandos-), de una gran variedad de procesos entre los que 

se incluyen angiogénesis, embriogénesis (en asociación con otras CAM's, 

constituyen uno de los factores esenciales en la migración celular y 

morfogénesis), hemostasis, reparación tisular (en fenómenos como la 

inflamación, la cicatrización y la trombosis las integrinas permiten la interacción 

entre el tejido dañado y las células circulantes), respuesta inmune y difusión 

metastásica de células tumorales. Las integrinas constituyen una familia de 

moléculas de adhesión (Cell Adhesion Molecules -CAMP's-) que relacionan el 

compartimento extracelular con el intracelular ya que analizan el microambiente 

e inducen la pertinente señalización molecular en estados normales y 

patológicos. 

 

Estos receptores de membrana son glicoproteinas formadas por un 

heterodímero con 2 subunidades polipeptídicas (α y β) unidas de forma no 

covalente. Hay, al menos, 18 subunidades α y 8 β descritas en mamíferos. La 

asociación de distintas subunidades permite la formación de las integrinas lo 

que provee a la célula de una amplia versatilidad en sus propiedades de 

adhesión. 
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- CD90/Thy-1: la activación de Thy-1 puede promover la activación de las 

células T, papel típicamente conocido de esta integrina, sin embargo 

Thy-1 también afecta numerosos procesos no inmunológicos entre los 

que se incluyen la adhesión celular, crecimiento de neuritas, crecimiento 

tumoral, migración y muerte celular. Thy-1 es un regulador relevante en 

las interacciones célula-célula y célula-matriz, con importantes papeles 

en la regeneración nerviosa, metástasis, inflamación y fibrosis. (Rege 

T.A. y col.; 2006). 

 

- CD31/PCAM-1: Molécula presente en todas las células dentro del 

compartimento vascular; se encuentra expresada en diferentes grados 

en la mayoría de los subtipos de leucocitos, en plaquetas y en células 

endoteliales donde su expresión está ampliamente concentrada en las 

uniones entre células adyacentes. PECAM-1 es una eficiente molécula 

señalizadora y actualmente se le conoce tener diversos papeles en 

biología vascular incluyendo angiogénesis, función plaquetaria, 

trombosis, mecanosensibilidad de células endoteliales en respuesta a 

estrés por fluidos viscosos y regulación de múltiples estados de 

migración leucocitaria a través de las paredes venosas. (Woodfin A. y 

col.; 2007). 

 

- CD29/ITGβ1: coordina actividades funcionales generales tales como 

inflamación, proliferación, migración, adhesión e invasión. 

Recientemente se ha implicado en la resistencia terapéutica de varios 

modelos de cáncer puesto que tiene importantes funciones durante la 
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vascularización tumoral dependiente de VEGF y la angiogénesis 

independiente de VEGF (Leenders W.P. y col.; 2004. Azam F. y col.; 

2010). 

 

- CD49a/VLA1: La integrina CD49a/VLA1, expresada en células 

endoteliales, se conoce por ser pro-angiogénica ya que el bloqueo con 

anticuerpos o delecciones de la subunidad α de esta integrina resultan 

en un descenso de la angiogénesis a través del factor endotelial de 

crecimiento vascular. Ratones nulos para la subunidad α1 de esta 

integrina poseen menor y más pequeña vascularización de tumores que 

sus semejantes salvajes (Abair T.D. y col.; 2008). 

 

La angiogénesis se ve modificada con el incremento de edad. El 

envejecimiento va acompañado de alteración de la angiogénesis debido a 

múltiples disfunciones y de una deficiente expresión de ciertos factores de 

crecimiento angiogénicos. La formación de capilares se vio disminuida por 

primera vez en ratas de mediana edad con respecto a jóvenes (Arthur W.T. y 

col.; 1998). Esta disminución de la respuesta angiogénica está asociada con 

una reducida proliferación de células endoteliales y una menor producción de 

VEGF endógeno. (Wang H. y col.; 2004). La invasión angiogénica se presenta 

retardada en ratones de 23-25 meses de edad respecto a otros de 6-8 meses, 

y se aprecia un descenso significativo en la densidad capilar, menor respuesta 

inflamatoria, menor deposición de colágeno y falta de expresión de TGF-β1 y 

VEGF en los tejidos de ratones adultos respecto a los jóvenes, aún siendo 

similar la morfología de los microvasos y la composición de la membrana basal 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leenders%20WP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15448011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Azam%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20236818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arthur%20WT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9657926
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15010860
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en ambos grupos de estudio (Sadoun E. y col.; 2003). Este fenómeno ha sido 

posteriormente confirmado en otros modelos animales y en humanos donde se 

ha mostrado que el deterioro funcional de las células progenitoras endoteliales 

de sujetos de edad avanzada correlaciona con la disfunción endotelial (Heiss 

C. y col.; 2005). El declive de la función endotelial que acompaña al 

multifactorial proceso de envejecimiento, incluye alteraciones relacionadas con 

estrés oxidativo, citoquinas pro-inflamatorias, factores genéticos y senescencia 

de células endoteliales (Herrera M.D. y col.; 2010). 

 

 

 

RELACIÓN ADIPOGÉNESIS / ANGIOGÉNESIS 

 

En estadíos tempranos del desarrollo del tejido adiposo, la adipogénesis 

se encuentra estrechamente asociada a la angiogénesis puesto que la 

vasculatura responde incrementando el número y/o tamaño de los vasos 

sanguíneos para proporcionar nutrientes y oxígeno al tejido adiposo en 

crecimiento (Lijnen H.R. y col.; 2008). La densidad de los vasos sanguíneos en 

el tejido adiposo puede no ser reflejo de la verdadera actividad angiogénica que 

hay en el mismo ya que el número de células que pueden ser soportadas por 

un mismo vaso sanguíneo es variable y, del mismo modo, el número y/o 

tamaño de los adipocitos puede afectar a la densidad de los vasos sanguíneos 

(Lijnen H.R. y col.; 2008). Es bien conocido que el sistema del factor de 

crecimiento del endotelio vascular representa la mayor parte de la actividad 

angiogénica en el tejido adiposo (Hausman G.J. y col.; 2004). Diversos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sadoun%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12923237
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heiss%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15862416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heiss%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15862416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Herrera%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19619671
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lijnen%20HR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18006485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lijnen%20HR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18006485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hausman%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15032451
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estudios han examinado la regulación de la expresión de VEGF en el tejido 

adiposo marrón de ratas donde la expresión de éste es mucho mayor que en el 

tejido adiposo blanco. La exposición a bajas temperaturas induce rápida y 

transitoriamente la expresión génica de VEGF en el tejido adiposo marrón, la 

cual llega a su máximo tras una hora de exposición a frío (Asano A. y col.; 

1997). Como resultado, VEGF ha sido usado en numerosas pruebas de 

terapias génicas o proteicas preclínicas y clínicas tempranas con distintos 

grados de éxito (Sosman J.A. y col.; 2003). 

 

Se ha comprobado que el tejido adiposo blanco produce y secreta 

muchos tipos diferentes de factores proangiogénicos tales como VEGF-A y 

VEGF-B, los dos factores angiogénicos clave producidos por adipocitos (Saiki 

A. y col.; 2006). Otros factores derivados del tejido adiposo con propiedades 

pro-angiogénicas son VEGF-C y VEGF-D, los cuales se han encontrado ser 

importantes en la propia formación y mantenimiento de la red linfática (Asano 

A. y col.; 1997).  

 

El tejido adiposo contiene una gran diversidad de tipos celulares entre 

los que se incluyen adipocitos, células estromáticas, células endoteliales y 

células inflamatorias (Rehman J. y col.; 2004). Esta heterogénea diversidad en 

la población celular determina la expresión de múltiples factores de crecimiento 

y citoquinas que de forma individual, o en conjunto, regulan el crecimiento de 

los vasos, aunque poco se conoce sobre la relación funcional entre dichos 

factores (Cao Y. y col.; 2005). Entre los factores angiogénicos producidos por 

los adipocitos en crecimiento se incluye leptina (el hallazgo de que las células 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sosman%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12778160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saiki%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16552403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saiki%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16552403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rehman%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14993122
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endoteliales expresaban la forma funcional del receptor para la leptina permitió 

descubrir su actividad angiogénica promoviendo la formación del tubo celular in 

vitro y la neovascularización corneal in vivo (Sierra-Honigmann M.R. y col.; 

1998), VEGFs, Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-2: Fibroblast growth 

factor-2), Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF: Hepatocyte growth 

factor), Factor de crecimiento insulínico (IGF: Insulin growth factor), Factor de 

necrosis tumoral-α (TNF-α: tumor necrosis factor alpha), Factor de crecimiento 

transformante-β (TGF-β: transforming growth factor beta), Factor de 

crecimiento placentario (PLGF: placental growth factor, resistina, Factor tisular 

(TF: tissue factor), Neuropéptido Y NPY), y angiopoyetinas (Cao Y. y col.; 

2007) Los preadipocitos y los adipocitos también producen pequeñas 

moléculas lipídicas no proteicas tales como monobutirina que estimulan la 

angiogénesis en el tejido adiposo (Dobson D.E. y col.; 1990. Wilkison W.O. y 

col.; 1991). Por su parte, las células del estroma secretan altos niveles de una 

variedad de factores angiogénicos entre los que se incluyen VEGFs, HGF, 

FGF-2, y TGF-β (Bouloumie A. y col.; 2001). Y el reclutamiento que se produce 

en el tejido adiposo de células inflamatorias también contribuye 

significativamente a la neovascularización adiposa, por ejemplo, los 

macrófagos activados producen potentes factores angiogénicos tales como 

TNF-α, VEGFs, FGF-2 e interleuquinas como la 1b (IL-1b), la 6 (IL-6), y la 8 (IL-

8) (Wellen K.E. y col.; 2003. Wellen K.E. y col.; 2005).  

 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cao%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17786229
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El tejido adiposo ha mostrado ampliamente, en muchas áreas del 

organismo,  sus cualidades angiogénicas y anti-inflamatorias (Zuk P.A. y col.; 

2002. Salas J. y col.; 1990), y numerosos datos demuestran que el tejido 

adiposo induce la angiogénesis (Valina C. y col.; 2007).  Como ya se ha 

mencionado, en adultos la actividad inmunológica del timo cesa puesto que 

sufre una involución natural, pasando a ser principalmente tejido adiposo 

(Gruver A.L. y col. y col.; 2007). Esta “conversión” hacia tejido graso constituye 

una característica que nos lleva a pensar que podría utilizarse el tejido tímico 

como potencial fuente angiogénica, al igual que se utilizan otros tejidos 

adiposos (Zuk P.A. y col.; 2002. Salas J. y col.; 1990). 

Figura 11. Regulación de la angiogénesis en el tejido adiposo por múltiples factores. La 

diversidad celular en el tejido adiposo contribuye a la producción de múltiples factores 

angiogénicos e inhibidores que regulan la angiogénesis de este tejido. La relación entre los 

diferentes factores puede resultar en una sinergia angiogénica. Por ejemplo, leptina y VEGF-A o 

FGF-2 podrían estimular la angiogénesis de manera sinérgica. La hipoxia celular puede ir más allá 

regulando los niveles de expresión de VEGF y leptina. MMPs pueden incrementar la viabilidad de 

los factores angiogénicos por liberación de los VEGF confinados a la matriz extracelular. Fuente: 

Cao Y.; 2007. 
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CARDIOPATÍA ISQUÉMICA 

 

En la última década se ha acumulado gran cantidad de información 

sobre la magnitud del problema de la cardiopatía isquémica y sus factores de 

riesgo en España. Esta enfermedad continúa siendo la primera causa individual 

de muerte en varones y la tercera en mujeres, siendo la causa del 11 y del 10% 

del total de las muertes producidas, respectivamente. Sus principales 

consecuencias son el infarto agudo de miocardio y la angina de pecho, pero 

también puede manifestarse como una muerte súbita. 

 

La cardiopatía isquémica es una enfermedad que impide que el corazón 

reciba la sangre que necesita. Está ocasionada por arteriosclerosis de las 

arterias coronarias, que son las encargadas de proporcionar sangre al 

miocardio. La arteriosclerosis consiste en la estenosis o estrechamiento de las 

arterias a consecuencia de la acumulación de lípidos, células inflamatorias y 

formación de colágeno en las paredes arteriales. Carece de síntomas hasta 

que la estenosis es tan severa que se produce un desequilibrio entre el aporte 

de oxígeno al miocardio y sus necesidades y se produce una isquemia 

miocárdica o una trombosis de la arteria, lo que provoca la falta de oxigenación 

del corazón dando lugar al síndrome coronario agudo. 

 

La cirugía de revascularización coronaria agrupa las técnicas quirúrgicas 

destinadas a restablecer el flujo coronario a través de injertos que hacen la 

labor de “puentes” que llevan la sangre más allá de la obstrucción coronaria. 

Estos injertos o “puentes” pueden ser de origen arterial o venoso, teniendo los 
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arteriales mayor durabilidad. El implante de los injertos se suele realizar con el 

corazón parado, para lo que se inyecta una solución denominada cardioplejia y 

se debe derivar la circulación a una máquina que mantenga la perfusión de 

todos los órganos ejerciendo de bomba mientras dura la cirugía (circulación 

extracorpórea -CEC-). 

 

Normalmente, las intervenciones en el corazón (operaciones de bypass, 

reemplazo de válvula cardíaca o trasplantes de corazón) se realizan a corazón 

abierto. Durante estas operaciones, el esternón se divide a lo largo para abrir el 

tórax y tener un adecuado acceso al corazón. Esternotomía hace referencia a 

la división del esternón. En el caso de la total se divide el esternón a lo largo en 

su totalidad (óptimo acceso a todo el corazón) y en la esternotomía parcial, 

únicamente se divide la parte superior o inferior (acceso a la parte relevante del 

corazón). Con el bisturí, el cirujano realiza una incisión a lo largo del esternón y 

divide el tejido existente bajo la piel. A continuación, el esternón se secciona 

con una sierra quirúrgica para esternotomía. Para obtener un acceso óptimo al 

corazón, el esternón se abre con un separador y debido a su localización 

anterior a la arteria aorta y por debajo de las venas innominadas, se elimina la 

glándula tímica total o parcialmente para comenzar la intervención. Por tanto, 

parte del timo, o la glándula en su totalidad, es desechado durante los 

procedimientos de canulación aórtica en la cirugía cardiovascular de canulación 

de la aorta ascendente en pacientes con necesidad de un bypass 

cardiopulmonar por isquemia cardíaca, lo cual convierte a este tejido en una 

fuente de tejido adiposo fácilmente disponible para su utilización y estudio. 
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A pesar de los recientes avances en prevención y control de los factores 

de riesgo y de la variedad de tratamientos invasivos y no invasivos que hay 

disponibles, existen muchos pacientes que permanecen asintomáticos y que 

poseen territorios isquémicos potencialmente recuperables y que no pueden 

beneficiarse con estas terapias existentes. La cirugía coronaria es hoy día la 

técnica más paliativa que se encuentra y, uno de los objetivos del tratamiento 

es conseguir la revascularización más completa posible y con el menor riesgo 

para el paciente coronario. Sin embargo, hasta el 12% de los pacientes  

remitidos para el tratamiento de revascularización coronaria no son adecuados 

para la cirugía o angioplastia (Mukherjee D. y col.; 1999); otras veces, dicha 

revascularización se da de forma incompleta por existir áreas de miocardio 

infartadas, territorios irrigados por vasos no puenteables debido a su pequeño 

Figura 12. Esternotomía en cirugía cardíaca. El tejido adiposo de timo se localiza 

alrededor de la vena innominada, sobre el pericardio y justo alrededor del lugar de 

canulación de la aorta durante el bypass cardiopulmonar. Fuente: Dr. Julián Salas, 

Dpto. Cirugía Cardiovascular, Hospital Carlos Haya, Málaga. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mukherjee%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10482164
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calibre, zonas de peor o nula accesibilidad... Por ello, la cirugía es una técnica 

que es recomendable que vaya acompañada por otras prácticas como: 

 

- Implantación o aplicación intramiocardica de factores de crecimiento. 

Estudios preclínicos de transferencia génica han demostrado que la 

expresión de VEGF es capaz de estimular el desarrollo de vasos 

colaterales en modelos animales de isquemia en miembros inferiores 

(Tsurumi Y. y col.; 1997) y de isquemia del miocardio (Tio R.A. y col.; 

1999.  Lee L.Y.; 2000). Por otro lado, ensayos clínicos han documentado 

la eficacia de la transferencia génica del VEGF en pacientes con 

enfermedad vascular periférica (Rajagopalan S. y col.; 2001. Kim H.J. y 

col.; 2004) y cardiopatía isquémica (Rosengart T.K. y col.; 1999. Sarkar 

N. y col.; 2001). 

 

- Terapia génica inductora de angiogénesis (Fukuda S. y col.; 2004). Con 

esta estrategia de angiogénesis se pretende promover la formación de 

vasos sanguíneos para prevenir o controlar enfermedades isquémicas 

(Fam N.P. y col.; 2003). 

 

- Inyección de células madres, capaces de regenerar zonas dañadas, 

como serían: 

o Células madre de médula ósea. En ratones y cerdos se ha 

demostrado que las células procedentes de la médula ósea son 

capaces de lograr la regeneración del miocardio infartado e 

inducir miogénesis y angiogénesis (Wollert K.C. y col.; 2005). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tio%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10609656
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o Mioblastos. En ciertos experimentos se ha obtenido con éxito la 

regeneración miocárdica y la angiogénesis mediante el trasplante 

de cardiomiocitos fetales o mioblastos procedentes de músculos 

estriados (Menasché P. y col.; 2003. Siminiak T. y col.; 2003). La 

mayoría de los estudios han mostrado que el trasplante de 

mioblastos contribuye a mejorar la función cardíaca (Valdés 

Chavarri M. y col.; 2005). 

o Algún otro tipo de células pluripotenciales, como por ejemplo las 

derivadas de tejido adiposo (Minteer D. y col.; 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Dibujo representativo de inyección de células madre en zonas de 

miocardio infartado. Inyección de células madre capaces de regenerar zonas 

dañadas de miocardio mediante revascularización. Fuente: A.D.A.M. Images. 
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CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES 

 

 Las células madre mesenquimales (MSCs: Mesenchymal stem cells) son 

una población heterogénea de células progenitoras pluripotentes y adultas con 

morfología fibroblastoide y capacidad para diferenciarse en células de diversos 

linajes, entre las que se incluyen osteocitos, adipocitos, condrocitos, miocitos, 

cardiomiocitos, fibroblastos, miofibroblastos, células epiteliales y neuronas (Liu 

Z.J. y col.; 2009). Las MSCs residen principalmente en la médula ósea, pero 

también pueden existir en otras localizaciones tales como tejido adiposo, 

sangre periférica, cordón umbilical, hígado y tejidos fetales. Aisladas de sus 

diferentes localizaciones se han logrado establecer cultivos que han permitido 

estudiar sus propiedades funcionales y fenotípicas. (Socarrás-Ferrer B.B. y col.; 

2013). 

  

Por definición, las células madre tienen que ser auto-renovables, 

clonables y multipotentes tanto in vitro como in vivo. Las células madre son 

capaces de dividirse asimétricamente en dos células hijas, una semejante a la 

madre y otra que dará lugar a la múltiple progenie. El resultado de esta 

replicación asimétrica es que tras cada división de las células madre, parte de 

la progenie entra en fase de diferenciación mientras otras permanecen como 

células madre indiferenciadas, manteniendo su capacidad de auto-renovación. 

(Moore K.L. y col.; 2007) Cuando son estimuladas con señales específicas 

estas células pueden ser liberadas de su nicho en la médula ósea hacia la 

circulación y reclutarse en el tejido diana, donde son sometidas “in situ” a 

diferenciación contribuyendo a la regeneración tisular y la homeostasis. 
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Diversas características de estas células, tales como el potencial para 

diferenciarse hacia múltiples linajes y su capacidad de expandirse “ex vivo” 

mientras mantienen su linaje original sin compromiso de diferenciación, 

convierten a estas células en dianas muy interesantes para su potencial uso en 

medicina regenerativa e ingeniería tisular. (Habib H.S. y col.; 2011). Este hecho 

está adquiriendo gran importancia en los últimos tiempos estando en auge el 

aislamiento de células madre mesenquimales progenitoras a partir de tejidos 

para el tratamiento de diversos tipos de enfermedades. Uno de los aspectos 

más interesantes de la terapia con células madres es la clonación terapéutica, 

estrategia que utiliza cultivos de células madre para producir grandes 

cantidades de células madre que posteriormente se trasplantan en el órgano 

diana. (Hochedlinger K. y col.; 2003). 

 

La reparación de los tejidos dañados es crítica para la supervivencia. 

Reparación hace referencia a la restauración de la arquitectura y función tisular 

tras la lesión y consiste en la proliferación de los distintos tipos celulares y una 

estrecha interacción ente células, matriz extracelular y función celular. Sin 

embargo en el cuerpo humano existen tejidos con una mayor parte de células 

diferenciadas de forma terminal en la vida postnatal y una mínima cantidad de 

células con capacidad de replicación, por lo que se encuentra limitada su 

capacidad de regeneración tras una lesión. Entre ellos se incluyen neuronas y 

células del músculo cardíaco (Sharma R.K. y col.; 2012). El notable potencial 

de las células madre para desarrollarse en diferentes células dentro del cuerpo 

humano durante la vida, puede servir como sistema de reparación interna para 

reponer las células muertas o a punto de morir. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Habib%20HS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22037754
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sharma%20RK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24198536
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La primera causa de mortalidad en los países desarrollados siguen 

siendo las enfermedades cardiovasculares, seguida por el cáncer. La tasa de 

mortalidad en España por enfermedades cardiovasculares se sitúa en un 31,1 

%, según los últimos datos disponibles del Instituto Nacional de Estadística 

(INE) y de la Fundación Española del Corazón. Es decir que, 

aproximadamente, una de cada 3 muertes que se producen es debida a alguna 

enfermedad cardiovascular. Este hecho, enfatiza la necesidad de novedosas 

intervenciones cardiovasculares que causen impacto sobre dicha morbilidad y 

mortalidad cardiovascular. La utilización de terapias con células madre, a 

través de la aplicación de múltiples estrategias y nuevos métodos, puede 

ofrecer una rápida regeneración efectiva del miocardio proporcionando la 

supervivencia a largo plazo de placientes con daño miocárdico permanente, ya 

sea mediante la estimulación de la generación local, o proporcionando un 

suministro continuo de células madre al miocardio. Las células madre 

mesenquimales han demostrado su capacidad de reparación miocárdica en 

modelos de daños cardíacos. El mecanismo de estas terapias parece estar 

fundamentalmente mediado por función paracrina, más que por injerto en el 

miocardio hospedador, por lo que su potencial uso es en terapias alogénicas. 

(Psaltis P.J. y col.; 2008. Hare J.M. y col.; 2009). 

 

El estudio de las células madre y su papel en el tratamiento de las 

enfermedades cardiovasculares está evolucionando a un ritmo muy rápido. Las 

primeras experiencias en el uso de terapias intracoronarias de células madre 

para tratar daños en corazones isquémicos resultaron en una mejora de la 

motilidad segmentaria a los tres meses de la aplicación de células 
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mononucleares de médula ósea tras la realización de una angioplastia 

coronaria transluminar percutánea (Strauer B.E. y col.; 2002). Estos resultados 

fueron confirmados por otro estudio en pacientes que recibieron terapia 

intracoronaria de células madre (células mononucleares de médula ósea y 

células progenitoras sanguíneas) en los vasos afectados tras su intervención 

por infarto de miocardio agudo (Assmus B. y col.; 2002). Posteriormente, se 

aprobó en Estados Unidos el primer ensayo para evaluar el uso de células 

madre de médula ósea en la mejora de la angiogénesis en pacientes con 

insuficiencia cardíaca de miocardio hibernado. Este ensayo también demostró 

la eficacia y éxito de la inyección endocárdica directa de las células de médula 

ósea autólogas (Perin E.C. y col.; 2003). La viabilidad y eficacia de la inyección 

intracoronaria de células madre de sangre periférica también fue evaluada en el 

ensayo “MAGIC” donde se mostró la mejora de la función cardíaca y se 

demostró la promoción de la angiogénesis en pacientes con infarto de 

miocardio (Kang H.J. y col.; 2004). 

 

Células miocárdicas de biopsias exhibieron características típicas de 

células progenitoras endoteliales circulantes tales como CD34, CD31, KDR y c-

kit positivo, marcadores que sugieren su origen de médula ósea (Messina E. y 

col.; 2004). La capacidad de estas células progenitoras endoteliales para 

acumularse en el corazón y generar miocardio funcional es congruente con su 

papel en la reparación cardíaca. Además, las células progenitoras endoteliales 

derivadas de médula ósea, han mostrado en ratones revertir el declive de la 

actividad angiogénica cardíaca asociado con la edad (Edelberg J.M. y col.; 

2002). Otros estudios mostraron que la inyección local de células madre 
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cardíacas humanas en el miocardio de ratones inmunodeprimidos permite la 

regeneración miocárdica con la generación de un corazón quimérico que 

contenía miocardio humano con miocitos, arteriolas coronarias y capilares, 

poniéndose de manifiesto el uso de células madre cardíacas humanas como 

posible terapia ante cardiomiopatías (Bearzi C. y col.; 2007).  

 

 

 

TEJIDO ADIPOSO Y CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES 

 

Los estudios iniciales relacionados con la medicina regenerativa y la 

terapia celular fueron realizados con mioblastos esqueléticos (Menasché P. y 

col.; 2003. Siminiak T. y col.; 2003), con células derivadas de la médula ósea 

(Wollert K.C. y col.; 2005), y con otros subtipos celulares como las células 

progenitoras endoteliales derivadas de la sangre (EPC: endothelial progenitor 

cells) (Körbling M. y col.; 2003). En los últimos tiempos está llamando la 

atención la posibilidad del uso de terapias que utilizan las células que residen 

en la fracción del estroma vascular del tejido adiposo, las cuales tienen 

potencial de diferenciación in vitro (Rada T. y col.; 2012. Rada T. y col.; 2009). 

 

Son numerosos los investigadores que han mostrado el tejido adiposo 

como una abundante y accesible fuente de células madre multipotentes para 

medicina regenerativa (Zuk P.A. y col.; 2002). Desde las primeras reseñas que 

se encuentran a finales de los 60 (Hollenberg C.H. y col.; 1969), múltiples 

laboratorios han establecido de manera independiente que las células 
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estromales, similares a aquéllas identificadas en la médula ósea, pueden ser 

aisladas de forma reproducible del tejido adiposo (Gimble J. y col.; 2003).  

 

En rasgos generales, el tejido adiposo es sometido a una serie de pasos 

de homogenización, digestión enzimática, centrifugación diferencial, lisis de 

eritrocitos y lavados que dan lugar a dos fracciones, la fracción del estroma 

vascular (SVF: Stromal vascular fraction), y los adipocitos diferenciados o 

maduros. La fracción del estroma vascular consiste en una población celular 

heterogénea que contiene células madre mensenquimales, células precursoras 

endoteliales, preadipocitos, macrófagos anti-inflamatorios, células T 

reguladoras fibroblastos, linfocitos y pericitos, entre otras (Han J. y col.; 2010). 

La eficiencia del proceso de aislamiento de células de SVF depende de la 

naturaleza del depósito de tejido adiposo utilizado, así como de la condición del 

donador (edad, obesidad…). Por ejemplo, Células de la SVF de depósitos 

viscerales son más propensas a la apoptosis y, por tanto, menos proliferativas 

que las mismas células aisladas de depósitos subcutáneos (Cawthorn W.P. y 

col.; 2012). Se ha mostrado que las células de la fracción SVF pueden crecer 

bajo condiciones especiales, cuando hay un proceso de purificación de células 

dentro del medio de cultivo, con enriquecimiento en ciertas células parecidas a 

las células madre mesenquimales. De este modo, el tejido adiposo constituye 

una de las más ricas fuentes de células madre mesenquimales. En 

comparación con la médula ósea, 1g. de tejido adiposo contiene 500 veces 

más células pluripotentes que 1g. de aspirado de médula ósea (Zuk P.A. y col.; 

2001). 
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En la literatura hay mucha confusión en lo que concierne a la 

nomenclatura de las células madre multipotentes del estroma del tejido 

adiposo. Hay estudios en la literatura sobre poblaciones celulares de SVF 

mezcladas consideradas como células madre de tejido adiposo, estudios que 

definen las células madre de tejido adiposo como una subpoblación 

funcionalmente distinta de las células de SVF, investigaciones en las cuales los 

autores no aclaran si el trabajo está llevado a cabo con la fracción SVF 

completa o sólo con una subpoblación de ella… Además, la fracción SVF es 

analizada como un preparado celular en fresco o, en otras ocasiones, tras 

varios pases, lo que hace que en cualquier instancia, las condiciones de cultivo 

sean diferentes (Nae S. y col.; 2013). En 2009 se propuso el término de células 

del estroma derivadas de tejido adiposo (ADSC: adipose tissue-derived stromal 

cells) para la población celular que tras sembrar la SVF comienza a elongarse y 

a adherirse al plástico de la placa de cultivo y que incluye células vasculares 

(pericitos y progenitores endoteliales, células progenitoras de adipocitos 

Figura 14. Obtención de células madre mesenquimales derivadas de tejido 

adiposo. Tras diversos pasos de homogenización, digestión, centrifugación y lavados 

se obtiene un pellet rico en células troncales ASCs (Adipose-derived Stem Cells) que 

puede ser cultivado. Fuente: Meruane M. y col.; 2010. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nae%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24398986
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(preadipocitos) y células madre mesenquimales multivalentes, además de 

células sanguíneas circulantes, fibroblastos, células endoteliales, células 

musculares lisas y células inmunes (macrófagos y linfocitos) (Madonna R. y 

col.; 2009). Estas células pueden ser purificadas usando una combinación de 

pasos de lavado y expandidas en cultivo con medios similares a aquellos 

usados para las células madre mesenquimales de medula ósea (Bourin P. y 

col.; 2013). Las ADSCs son menos heterogéneas que las SVFs e incluyen 

células madre mesenquimales multipotentes que poseen la capacidad de 

diferenciarse, in vitro, hacia células con linaje mesenquimal, incluyendo 

adipocitos, osteoblastos, condrocitos y mioblastos (Zuk P.A. y col.; 2002).  

 

 

 

 

Figura 15. Secuencia de diferenciación del adipocito. Las células troncales 

mesenquimales (MSCs: Mesenchymal Stem Cells) son las precursoras pluripotentes de 

origen mesodérmico que se encuentran en el tejido adiposo adulto y pueden diferenciarse a 

otro linaje mesodérmico además de hacia adipocitos (pueden dar origen a tejidos de la 

misma capa embrionaria como serían tejido muscular, óseo o cartilaginoso). Fuente: 

Meruane M. y col.; 2010. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bourin%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23570660
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Finalmente, para evitar controversias en la nomenclatura, la Sociedad 

Internacional de Terapia Celular (ISCT) concluyó que el término “célula troncal” 

para denominar a estas células que comienzan a elongarse adheridas al 

plástico de la placa de cultivo no tiene mucho soporte, y se sugirió utilizar el 

término “células estromales mesenquimáticas multipotentes”, pudiendo utilizar 

el mismo acrónimo que ya estaba arraigado, MSCs (mesenchymal stem cells), 

pero con esa connotación terminológica (Horwitz E.M. y col.; 2005). Según 

esto, el término correcto para las células troncales derivadas del tejido adiposo 

sería, por tanto, “células estromales derivadas de tejido adiposo” (ADSCs), 

pero lo más común actualmente es denominarlas ASCs como acrónimo y BM-

MSCs a las células troncales derivadas de la médula ósea, aunque a éstas 

últimas se les sigue denominando MSCs de forma genérica (Meruane M. y col.; 

2010). 

Figura 16. Células madre mesenquimales de Tejido Adiposo. A) Cultivo primario de 

ADSC, 10 días después del cultivo, ampliación 10x, microscopio de contraste. La 

heterogénea población de ADSC representa el primer paso de la obtención de células madre 

de tejido adiposo. B) Células madre indiferenciadas de tejido adiposo (ASC: Adult Stem 

Cells). Ampliación 10x. Las células madre de tejido adiposo incluyen sólo células madre 

mensenquimales y progenitores vasculares y de adipocitos. Fuente: Nae S. y col.; 2013. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Horwitz%20EM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16236628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nae%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24398986
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La ISCT ha establecido ciertos criterios para poder denominar a una 

célula como MSC: 

 

 Criterios para identificar MSCs (Dominici M. y col.; 2006): 

1 Adherencia al plástico en condiciones estándar de cultivo celular 

2 Fenotipo:  Positivo (≥95%)  Negativo (≤2%) 

   CD105  CD45 

   CD73  CD34 

   CD90  CD14/CD11b 

     CD79α/CD19 

     HLA-DR 

3 
Diferenciación in vitro: osteoblastos, adipocitos, condroblastos 

(demostrado por tinción de cultivo celular) 

 

 

La adherencia al plástico es una propiedad bien definida de las células 

madre mesenquimales, incluso subconjuntos de células madre mesenquimales 

han mostrado mantener esta propiedad (Colter D.C. y col.; 2000. Jiang Y. y 

col.; 2002). Mediante condiciones de cultivo muy específicas las células madre 

mesenquimales pueden ser mantenidas y expandidas sin adherencia (Baksh D. 

y col.; 2003) pero si se mantienen bajo condiciones estándar de cultivo, se 

espera que manifiesten su adherencia al plástico. 

 

La expresión de antígenos de superficie es una técnica que permite una 

rápida identificación de la población celular que se tiene en estudio. El segundo 

de los criterios que propone la Sociedad Internacional de Terapia Celular para 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Colter%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10725391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jiang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12077603
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baksh%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12901978
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la caracterización in vitro de células madre mesenquimales es la determinación 

de la expresión de los antígenos CD105, CD73 y CD90 y, como criterio 

adicional para asegurar que la heterogénea población de células madre no es 

confundida con otros tipos celulares, se recomienda excluir las células más 

susceptibles de ser encontradas en los cultivos de células madre 

mesenquimales mediante ausencia de los marcadores hematopoyéticos CD45, 

CD34, CD14 o CD11b, CD79 o CD19 y HLA-DR (Dominici M. y col.; 2006). 

CD105 (endoglina) es una glicoproteína de membrana que forma parte del 

complejo del receptor del factor de crecimiento transformante β (TGF-β: 

(Transforming Growth Factor-β), citoquina pleiotrópica involucrada en la 

proliferación, diferenciación y migración celular (Banas A. y col.; 2007). CD73  

(ecto-5’-nucleotidasa) es una proteína de la membrana plasmática que cataliza 

la conversión de los nucleótidos extracelulares a nucleósidos permeables a la 

membrana y es utilizada como determinante para la diferenciación de linfocitos 

(de Schauwer C. y col.; 2011). CD90 (Thy-1) es una glicoproteína de superficie 

celular que ha sido identificada como marcador de varios tipos de células 

madre, incluidas células madre cancerosas (He J. y col.; 2012). CD45 

(PTPRCAP) es un marcador leucocitario, CD34 es un marcador de 

progenitores hematopoyéticos primitivos y de células endoteliales, CD14 y 

CD11b (ITGAM) están prominentemente expresados en monocitos y 

macrófagos, las células hematopoyéticas más frecuentemente encontradas en 

cultivos de células madre mesenquimáticas, CD79α y CD19 son marcadores de 

células B y las moléculas HLA-DR no se expresan en células madre 

mesenquimales a menos que estén estimuladas (Dominici M. y col.; 2006). Tan 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Banas%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17596885
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=De%20Schauwer%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21196039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=He%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22203689
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sólo es necesario testar uno de los dos marcadores para macrófagos y para 

células B. 

 

Finalmente, la propiedad biológica que la mayoría de los investigadores 

identifica únicamente es la capacidad que tienes las células mesenquimales 

para diferenciarse hacia osteoblastos, adipocitos y condroblastos utilizando 

condiciones estándar de cultivo in vitro para diferenciación de tejidos (Dominici 

M. y col.; 2006). 

 

Las células estromales derivadas de tejido adiposo (ADSCs/ASCs) 

cumplen dichos criterios. Además, una de las propiedades funcionales de las 

ASCs es que secretan potentes factores de crecimiento como el factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento hepatocítico 

(HGF) y el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), especialmente en 

respuesta a hipoxia (Rehman J. y col.; 2004), y el factor de necrosis tumoral 

(TNF) (Wang M. y col.; 2006). 

 

Se ha descrito la presencia de células madre hematopoyéticas en la 

fracción del estroma vascular del tejido adiposo de roedores (Cousin B. y col.; 

2003). Éstas células del estroma derivadas de  tejido adiposo humano y de 

ratón murino han mostrado liberar gran cantidad de potentes factores 

angiogénicos y diferenciar hacia células endoteliales (Miranville A. y col.; 2004. 

Moon M.H.; 2006). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rehman%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14993122
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moon%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16791003
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En los últimos tiempos se están incrementando las evidencias que 

indican que las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo 

pueden sobrevivir tras trasplantarse en las áreas dañadas y posteriormente 

proliferar y diferenciarse hacia células miocárdicas mejorando la función del 

corazón (Li L. y col.; 2014). Se ha mostrado que el trasplante local y sistémico 

de ADSCs en modelos animales de isquemia en los miembros traseros y de 

infarto de miocardio permite un incremento en el  número de nuevos vasos 

sanguíneos y mejora la perfusión sanguínea dentro del tejido dañado (Miyahara 

Y. y col.; 2006. Nakagami H. y col.; 2006. Cai L. y col.; 2009) Para intentar 

explicar la capacidad de las ADSCs para estimular la angiogénesis, se han 

considerado diferentes mecanismos. En primer lugar, estas células producen 

múltiples factores angiogénicos que activan la migración y proliferación de 

células endoteliales y sus progenitores para la formación de nuevos vasos 

(Rehman J. y col.; 2004. Madonna R. y col.; 2010). En segundo lugar, las 

ADSCs secretan activadores del plasminógeno y proteasas de matriz que inicia 

la remodelización de la matriz extracelular puesto que para la migración celular 

es necesaria la formación de la pared vascular y la liberación de los factores 

angiogénicos secuestrados en la matriz extracelular (Kachgal S. y col.; 2011). 

En tercer lugar, las ADSCs pueden diferenciarse hacia células musculares lisas 

y células endoteliales y estabilizan los nuevos vasos formados por funcionar 

como pericitos (Miranville A. y col.; 2004). También participan en sinergia con 

las células endoteliales en la formación in vivo de nuevos vasos a partir de la 

vasculatura preexistente ya que potencian la regeneración tisular por 

aceleración de la angiogénesis (Komiyama S. y col.; 2013).Estos datos van en 

la línea del paradigma de que las células madre mesenquimales se localizan en 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24492176
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Komiyama%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24095024
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el espacio perivascular dentro de todos los tejidos y juegan un importante papel 

en el desarrollo y remodelización de la red vascular, en condiciones tanto 

normales como patológicas (Nombela-Arrieta C. y col.; 2011). Todo ello sugiere 

que las células madre derivadas de Tejido Adiposo podrían ser una opción 

terapéutica muy valiosa en el crecimiento y la reparación del tejido vascular en 

diversos entornos clínicos. 

 

El tejido adiposo constituye una ideal fuente de células madre 

mesenquimales debido a que está disponible de manera abundante y las 

ADSCs son fácilmente accesibles en grandes cantidades con mínima invasión 

en comparación con las derivadas de médula ósea. (Gimble J.M. y col.; 2011). 

Además, la posibilidad de obtener fácilmente una preparación celular autóloga 

para inyección es un factor a tener en cuenta para el uso terapéutico de las 

mismas, lo cual convierte al tejido adiposo en una opción muy atractiva con 

tremendo potencial en el campo de la neovascularización terapéutica. No 

obstante, hay un aspecto a tener en cuenta en su uso. Las ADSCs, han 

mostrado secretar diversos factores angiogénicos y mejorar la vascularización 

de tejidos isquémicos. Estimulan la formación de tubos capilares secretando 

factores angiogénicos y endoteliales como factor de crecimiento endotelial 

vascular, factor de crecimiento plaquetario y angiopoietina-1, entre otros, sin 

embargo, la edad, disminuye las propiedades angiogénicas de estas células 

por menor secreción de factores pro-angiogénicos, lo cual restringe un poco la 

efectividad de la terapia celular autóloga con ADSCs en pacientes de edad 

avanzada. (Efimenko A. y col.; 2014). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Efimenko%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24353175
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Por otro lado, para el uso de estas terapias debemos considerar que, a 

pesar de no contar con los problemas de rechazo celular ni de formación de 

tumores, no se conoce con exactitud cómo se da el proceso de regeneración 

mediante el uso de trasplantes de células madre, así como también son 

desconocidos en profundidad los mecanismos moleculares y biológicos que 

conforman el proceso de diferenciación celular. Para reparar o regenerar un 

tejido que se encuentra dañado de forma segura y con éxito es necesario 

comprender cómo se formó exactamente en primer lugar dicho tejido. En este 

proceso parece claro que están implicadas las células madres, pero se 

desconoce, en gran medida, cuál es su intervención. 
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ESTUDIOS PREVIOS DEL GRUPO DE INVESTIGACIÓN 

 

 Derivados de los primeros estudios realizados por nuestro grupo de 

investigación, se han obtenido dos publicaciones científicas: 

 Salas J., Montiel M., Jiménez E., Valenzuela M., Valderrama J.F., 

Castillo R., González S., El Bekay R. (2009). Angiogenic properties of 

adult human thymus fat. Cell Tissue Res. Nov;338(2):313-8. 

 Tinahones F., Salas J., Mayas M.D., Ruiz-Villalba A., Macias-Gonzalez 

M., Garrido-Sanchez L., De Mora M., Moreno-Santos I., Bernal R., 

Cardona F., El Bekay R. (2009). VEGF gene expression in adult human 

thymus fat: a correlative study with hypoxic induced factor and 

cyclooxygenase-2. PLoS One. Dec 14;4(12):e8213. 

 

En ellos, nuestro grupo ha descubierto que la grasa tímica es una 

potente fuente de angiogénesis en comparación con la grasa subcutánea ya 

que produce una variedad de factores angiogénicos tales como angiopoyetina 

(que promueve la angiogénesis y la remodelización vascular -Klagsbrun M. y 

col.; 1996-), Tie2, VEGF (poniendo de manifiesto propiedades tanto 

angiogénicas como linfoangiogénicas, éstas últimas quizás relacionadas con la 

actividad estromal linfopoyética de los corpúsculos de Hassall’s -Chinen J. y 

col.; 2006-), VEGF-R1 y VEGF-R2. Además, las células endoteliales de cordón 

umbilical humano (HUVEC) cultivadas en presencia de extractos de grasa 

tímica mostraron una potenciada respuesta proliferativa y migratoria, dos pasos 

relevantes en la angiogénesis, sugiriendo la capacidad angiogénica del Tejido 

Adiposo de Timo (TAT) (Salas J. y col.; 2009). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salas%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19760288
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Montiel%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19760288
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jim%C3%A9nez%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19760288
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Valenzuela%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19760288
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Valderrama%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19760288
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Castillo%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19760288
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gonz%C3%A1lez%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19760288
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El%20Bekay%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19760288
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cell+Tissue+Res.+2009+Nov%3B+338+%282%29%3A313-8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tinahones%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20011601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salas%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20011601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mayas%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20011601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ruiz-Villalba%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20011601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Macias-Gonzalez%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20011601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Macias-Gonzalez%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20011601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Garrido-Sanchez%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20011601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=DeMora%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20011601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moreno-Santos%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20011601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bernal%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20011601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cardona%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20011601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El%20Bekay%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20011601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=PLoS+One.+2009+Dec+14%3B4%2812%29%3Ae8213
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salas%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19760288
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También se ha mostrado que el tejido adiposo de timo manifiesta 

mecanismos inflamatorios y anti-inflamatorios o citoprotectores similares a 

aquéllos observados en otros tejidos adiposos, incluyendo al tejido adiposo 

subcutáneo. VEGF-A es la isoforma más expresada en la grasa tímica y esta 

expresión parece estar regulada por el factor inducible por la hipoxia α (HIF-1 

α). La expresión de este factor angiogénico también parece estar asociada con 

la activación de los mecanismos que implican a la ciclooxigenasa-2 (COX-2: 

reguladora de procesos inflamatorios) y a la hemooxigenasa-1 (HO-1; proteína 

citoprotectora) (Tinahones F. y col.; 2009). En algunos tejidos adiposos blancos 

muchos autores han explicado que la activación de VEGF implica la activación 

génica de COX-1 a través de HIF-1α (Solban N. y col.; 2006). 

 

Posteriormente, cuando nuestro grupo comparó la grasa tímica con el 

tejido adiposo subcutáneo del mismo individuo, se encontró un perfil de 

expresión similar respecto a los factores mediadores de la adipogénesis y la 

angiogénesis (PPARγ1/γ2, FABP-4 y adiponectina, y VEGF-A, B, C y D) 

sugiriendo que la grasa tímica podría tener la misma funcionalidad que la de 

cualquier otro tejido adiposo. Además, mediante métodos de 

inmunohistoquímica y por citometría de flujo se pudo observar que la grasa 

tímica tiene una gran variabilidad celular, constituyendo un alto porcentaje de 

ellas adipocitos maduros, un 15% células endoteliales, el 0,25% macrófagos, y 

sólo un porcentaje muy bajo, timocitos. Este perfil celular es similar al 

observado en otros tejidos adiposos blancos tales como el subcutáneo 

pudiéndose hablar, por tanto, de generación de nuevo tejido adiposo que 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tinahones%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20011601
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reemplaza a la anterior generación de timocitos, más que de un proceso de 

involución o degradación glandular. (Tinahones F. y col.; 2009). 

 

Podemos concluir que la grasa de timo adulta es una interesante fuente 

de factores angiogénicos previamente inapreciada, que puede tener en el 

futuro un papel relevante promoviendo la angiogénesis y la reparación tisular. 

Muchos estudios han mostrado que el timo pierde su función durante la vejez. 

Con los datos obtenidos previamente podríamos decir que el timo reemplaza su 

función inmune por otra que es la de ser y funcionar como un tejido adiposo 

blanco ordinario. 

 

Puede resultar curioso el hecho de por qué usar la grasa de timo (TAT) 

como fuente angiogénica si se tiene acceso, quizás más fácil, a otras grasas 

del cuerpo tales como los tejidos adiposos subcutáneo (TAS) y visceral (TAV). 

En primer lugar, los resultados respecto a niveles angiogénicos detectados 

previamente en esta grasa indican que merece la pena su estudio en 

profundidad para investigar su potencial utilidad como un novedoso tejido 

adiposo. Además, como ya se ha mencionado, parte de esta grasa es 

desechada durante la cirugía en los procedimientos de canulación en pacientes 

con necesidad de un bypass cardiopulmonar por isquemia cardíaca y, no 

aparecen efectos adversos sobre quitar esta grasa, ya que en nuestra 

experiencia clínica hemos observado que este procedimiento no presenta 

complicaciones quirúrgicas ni morbilidades asociadas a su eliminación. Por otro 

lado, la mayor fuente de tejido adiposo de timo la constituyen los pacientes 

isquémicos ya que son los sometidos a la cirugía cardiovascular, un 
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procedimiento frecuentemente usado por los cirujanos cardíacos (Rathore K.S. 

y col.; 2009. Pacifico A.D. y col.; 1986). Es más, casi todos los estudios 

realizados sobre grasa de timo y su función están basados en la escisión y 

eliminación de dicho tejido durante las intervenciones cardíacas, lo cual 

muestra cómo esta práctica se lleva a cabo de forma rutinaria de manera 

segura.  

 

Esta grasa podría proporcionar en un futuro la ayuda para la 

neovascularización cardíaca que necesitan muchos pacientes que no pueden 

beneficiarse de los tratamientos de revascularización coronaria disponibles. 
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HIPÓTESIS: 

 

El tejido adiposo de timo (TAT) y sus células derivadas (células madre 

mesenquimales y progenitoras endoteliales derivadas del TAT), gracias a su 

potencial de diferenciación y su capacidad proangiogénica y antiapoptótica, 

pueden servir como fuente de angiogénesis de gran utilidad, en comparación 

con un tejido adiposo comúnmente usado para ese tipo de terapias como es el 

tejido adiposo subcutáneo, para ayudar en la neo-formación de los vasos 

sanguíneos y regeneración de los tejidos isquémicos en pacientes de edad 

avanzada con isquemia cardíaca. 

La grasa tímica podría ser una novedosa fuente de factores con gran 

capacidad para inducir la angiogénesis y un tejido del que obtener células 

madre mesenquimales y progenitoras endoteliales que ayudasen a la 

neoformación de vasos sanguíneos y a la regeneración de tejidos isquémicos. 
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OBJETIVOS: 

- Análisis de expresión de parámetros endoteliales angiogénicos, 

especialmente los conocidos por jugar un papel relevante en la 

angiogénesis y generación de nuevos vasos sanguíneos como es el 

sistema de los factores de crecimiento endotelial vascular (VEGFs), 

haciendo una comparativa entre el TAT y el TAS. 

- Expresión génica de los típicos parámetros adipogénicos en los tejidos 

adiposos tanto de timo como subcutáneo. 

- Evaluación de cómo afecta el incremento de la edad a los niveles de 

angiogénesis en ambas grasas. Estudio comparativo de la capacidad 

angiogénica a diferentes edades en ambos tejidos adiposos, TAT y TAS, 

para intentar determinar a qué edad se afectan las propiedades 

angiogénicas. 

- Caracterización de las diferentes poblaciones de células madre 

mesenquimales procedentes de Tejido Adiposo de Timo y Subcutáneo. 

- Estudio de la capacidad de diferenciación de estas células madre 

mesenquimales derivadas de tejido adiposo tímico y subcutáneo hacia 

adipocitos, osteocitos y células endoteliales, así como de los 

mecanismos moleculares reguladores de la misma. 

- Valoración de la capacidad de formación de túbulos por parte de células 

endoteliales procedentes de la vena safena humana (HSaVEC) en 

medio condicionado generado por cultivo de células procedente de la 

fracción vascular estromal derivada de ambos tejidos adiposos, TAT y 

TAS.
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Estudio 1: Análisis y comparación de los niveles de expresión de parámetros 

endoteliales, angiogénicos y adipogénicos en TAT y TAS en relación con el 

incremento de la edad. 

 

PACIENTES Y RECOGIDA DE TEJIDO ADIPOSO: 

El estudio reclutó pacientes que recibieron injerto de bypass artero-

coronario (CABG) con bypass cardio-pulmonar (CBP) en el Hospital Regional 

Universitario Carlos Haya de Málaga. La media del número de injertos usados 

fue de 3,1 por paciente. Los sujetos operados y reclutados en este estudio 

fueron individuos con situación estable y sin lesión isquémica severa. Por tanto, 

estos sujetos no habían sufrido infarto durante su vida o, al menos, no lo 

habían sufrido 6 meses antes de la cirugía. Además, ninguno de los sujetos de 

este estudio sufrió de arteriopatía periférica isquémica de las piernas lo cual 

también podría alterar la expresión génica de los factores angiogénicos. 

El estudio fue llevado a cabo realizando dos grupos de pacientes: 

- Grupo de mediana edad: desde 45 años hasta 65 años. 

- Grupo de tercera edad: 70 años aproximadamente. 

El número total de pacientes reclutados para el análisis de la expresión 

de ARN y para el análisis proteico fue de N=35. 

- Grupo de mediana edad: N=18. 

- Grupo de tercera edad: N=17. 

Para el estudio de citometría, el número total de pacientes con similares 

características clinicopatológicas fue de N=12: 

- Grupo de mediana edad: N=6. 

- Grupo de tercera edad: N=6. 
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Para determinación de la capacidad del TAT y TAS para estimular la 

angiogénesis mediante ensayo in vivo sobre la membrana corioalantoidea de 

codorniz (Chrioallantoic Membrane – CAM) el número de pacientes fue de N=5. 

 

Este estudio fue aprobado por el comité ético local del Hospital Regional 

Universitario Carlos Haya, y todos los pacientes participantes firmaron el 

pertinente consentimiento informado (adjunto al final de este apartado) 

elaborado por la Sociedad Española de Cirugía Torácica y Cardiovascular 

(SECTCV). 

Ambos tejidos adiposos, tanto el subcutáneo como el de timo, fueron 

obtenidos al inicio del procedimiento quirúrgico y antes del paro del corazón. El 

sitio de recogida de la grasa subcutánea fue la propia incisión del pecho. Para 

el análisis de expresión de ARN y el análisis proteico, los tejidos se 

almacenaron inmediatamente a -80ºC tras su traslado a laboratorio en medio 

salino suplementado (Hank’s balanced Salt Solution -Sigma; H9269- 

enriquecida con penicilina/estreptomicina al 3% -Sigma; P0781- y anfotericina 

al 1% -Sigma; A-2942-). Para la realización de citometría de flujo se procesó el 

tejido en fresco.  

 

EXTRACCIÓN DE ARN: 

El ARN total fue aislado del tejido adiposo mediante el método de 

aislamiento de ARN con Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) y purificado con el kit 

RNeasy® Lipid Tissue Mini kit (Cat. Nº 74804, QUIAGEN, Valencia, CA). 

El protocolo utilizado fue el siguiente: 
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Nota: Trabajar dentro de la campana de flujo laminar y con las muestras 

en hielo durante todo el tiempo que dura la extracción (el ARN se degrada a 

temperatura ambiente). Limpiar bien el material y ponerlo unos minutos bajo la 

luz UV de la campana para esterilizar. 

1. Sacar las muestras del congelador de -80 ºC y ponerlas en nieve 

carbónica inmediatamente para que se mantengan congeladas. 

Cortar trozos de unos 100 mg. aproximadamente y guardar a        

-80ºC el resto que no se vaya a utilizar. 

2. Añadir 1 mL. de Trizol. Homogeneizar el tejido con el 

homogeneizador en intensidad 6, y pasar los eppendorfs 

homogeneizados a hielo. Limpiar el homogeneizador entre 

muestra y muestra haciendo un pase por NaOH 0.5 N, y dos por 

H20 destilada (utilizar 3 recipientes y hacer un lavado del 

homogeneizador en cada uno de ellos). 

3. Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos. 

4. Añadir 200 µL de cloroformo y agitar las muestras vigorosamente 

por 15 segundos (ponerlas en la gradilla y agitar fuertemente con 

las propias manos). 

5. Incubar a temperatura ambiente durante 3 minutos. 

6. Centrifugar a 4ºC y 12000 xg durante 15 minutos. 

7. Tras la centrifugación, tomar con una pipeta el sobrenadante 

transparente que es el que contiene el ARN. Pasarlo a un 

eppendorf limpio y añadir, la misma cantidad que se haya tomado 

de sobrenadante, de etanol al 70% (aproximadamente 700 µL). 
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Girar los eppendorfs suavemente con la mano para que todo se 

mezcle. 

8. Pipetear un poco el ARN-etanol-70% y pasarlo a las columnas de 

extracción del kit. En éstas caben aproximadamente 700 µL, así 

que se añade un primer volumen, se centrifuga a 4ºC y 8000 xg 

durante 15 segundos, se tira el eluído pasado por la columna y se 

repite con el resto de volumen que no cabía en la columna. Tras 

esta segunda centrifugación, se cambia el tubo recolector de la 

columna tirando el eluído. 

9. Añadir 350 µL del Buffer RW1 a las columnas con las muestras. 

10. Centrifugar a 4ºC y 8000 xg durante 15 segundos. 

11. Cambiar el tubo recolector de la columna descartando el eluído. 

Preparar el mix que contiene la enzima DNasa (RNase Free 

DNase Set; Cat. Nº 79254, QUIAGEN): 10 µL DNasa/muestra + 

70 µL RDD/muestra, y añadir al centro de cada columna 80 µL de 

éste. 

12. Incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos. 

13. Añadir 350 µL del Buffer RW1 a las columnas con las muestras. 

Centrifugar a 4ºC y 8000 xg durante 15 segundos. 

14. Cambiar el tubo recolector de la columna tirando el eluído. 

Preparar Buffer RPE (0.8 mL etanol absoluto/muestra + 0.2 mL 

RPE/muestra; siempre se hace en el momento) y añadir 500 µL 

de lo preparado a cada muestra. 

15. Centrifugar a 4ºC y 8000 xg durante 15 segundos. 
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16. Descartar el eluído y añadir otros 500 µL del Buffer RPE (ya 

preparado con las cantidades del paso anterior). 

17. Centrifugar a 4ºC y 8000 xg durante 2 minutos. Cambiar el tubo 

recolector de la columna tirando el eluído. 

18. Centrifugar a 4ºC y 13000 xg durante 1 minuto. Dejar los tapones 

de las columnas abiertas para que éstas se sequen por completo 

en su interior. 

19. Pasar las columnas a eppendorfs de 1.5 mL. Añadir 30 µL de H2O 

RNasa free al centro de las columnas y centrifugar a 4ºC y 8000 

xg durante 1 minuto. 

20. Tirar las columnas; nos quedamos con lo decantado a los 

eppendorfs (ahí está el ARN) los cuales hay que rotularlos 

debidamente. Introducirlos rápidamente en hielo. El ARN se 

guarda a -80 ºC tras su cuantificación. 

 

CUANTIFICACIÓN DE ARN: 

El ARN total fue cuantificado mediante la utilización del 

espectrofotómetro ND-1000 (NanoDrop® ND-1000). Las correspondientes 

concentraciones de ARN fueron determinadas por absorbancia a 260 nm 

(A260) y su pureza fue estimada mediante los valores del ratio A260:A280 (un 

ratio de ~2.0 es generalmente aceptado como puro para ARN; un ratio menor 

puede ser indicativo de la presencia de proteínas, fenoles u otros 

contaminantes que absorben con fuerza, o cercanos, a los 280 nm) y del ratio 

A260/230 (este ratio es usado como una medida secundaria de la pureza de 

los ácidos nucléicos, los valores esperados para éste están dentro del rango 
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2.0 - 2.2; si este ratio es apreciablemente menor al esperado, esto puede ser 

indicativo de la presencia de contaminantes que absorben a 230 nm). 

El volumen utilizado para la realización de la cuantificación fue de 2 µL. 

 

RETROTRANSCRIPCIÓN (RT): 

Según las concentraciones de ARN obtenidas se utilizaron 4, 2 ó 1 µg 

del ARN total para la síntesis de ADNc. La reverso-transcripción fue realizada 

en el termociclador (2720 Thermal Cycler; Applied Biosystems) usando la 

enzima reverso-transcriptasa (Transcriptor Reverse Transcriptase 20U/µL; 

03531287001; Roche). 

El protocolo utilizado se divide en dos fases principales (RT-1 y RT-2) y 

fue el siguiente: 

Nota: Trabajar con las muestras en frío. Limpiar bien el material y evitar 

pasar con los brazos por encima de las muestras para evitar contaminaciones. 

1. RT-1. Fase preparativa de la retrotranscripción en la cual los 

primers se alinean con el ARN. En ésta es necesario añadir: 

a. ARN (se añadirá un volumen en el cual al final tengamos 

una cantidad total de ARN de 4, 2 ó 1 µg; esto irá en 

función de que la cantidad de ARN obtenida en la 

extracción sea mayor o menor). 

b. Random primers (añadir en igual cantidad que el ARN, es 

decir, 4, 2 ó 1 µg de random primers). 

c. H2O RNasa free (hasta completar un volumen final de 58 

µL en el caso de RT-1 de 4 µg de ARN, un volumen final 

de 29 µL en el caso de RT-1 de 2 µg de ARN y un 
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volumen final de 14.50 µL en el caso de RT-1 de 1 µg de 

ARN). 

d. Encender el termociclador. Introducir en él todos los 

tubos asegurándonos de que están bien cerrados para 

que así no se evapore nada de las muestras. Aplicar las 

siguientes condiciones experimentales: 

 

 PASO 1 PASO 2 PASO 3 

Temperatura 65 ºC 4 ºC 4 ºC 

Tiempo 10 min 5 min Mantenimiento 

 

2. RT-2. En esta fase ya comienza la retrotranscripción en sí. 

Mientras están las muestras en el termociclador en RT-1 se debe 

preparar un mix que contenga: 

a. Buffer: 16 µL en el caso de RT-1 de 4 µg de ARN, 8 µL 

en el caso de RT-1 de 2 µg de ARN y 4 µL en el caso de 

RT-1 de 1 µg de ARN. 

b. dNTP: 4 µL en el caso de RT-1 de 4 µg de ARN, 2 µL en 

el caso de RT-1 de 2 µg de ARN y 1 µL en el caso de RT-

1 de 1 µg de ARN. 

c. Inhibidor: 1 µL en el caso de RT-1 de 4 µg de ARN, 0.5 

µL en el caso de RT-1 de 2 µg de ARN y 0.25 µL en el 

caso de RT-1 de 1 µg de ARN. 
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d. Enzima: 1 µL en el caso de RT-1 de 4 µg de ARN, 0.5 µL 

en el caso de RT-1 de 2 µg de ARN y 0.25 µL en el caso 

de RT-1 de 1 µg de ARN. 

e. Resuspender muy bien la mezcla. 

f. Manteniendo los tubos en el termociclador sin quitar el 

mantenimiento a 4ºC, éstos se abren y se añaden 22 µL 

de mix en el caso de RT-1 de 4 µg de ARN, 11 µL de mix 

en el caso de RT-1 de 2 µg de ARN y 5.5 µL de mix en el 

caso de RT-1 de 1 µg de ARN. 

g. Parar el programa anterior y aplicar las siguientes 

condiciones experimentales: 

 

 PASO 4 PASO 5 PASO 6 PASO 7 

Temperatura 25 ºC 42 ºC 70 ºC 4 ºC 

Tiempo 10 min 60 min 30 min Mantenimiento 

 

 

CUANTIFICACIÓN DE ADNc: 

El volumen final que se obtiene de ADNc tras la retrotranscripción es de: 

 80 µL de ADNc en el caso de RT de 4 µg de ARN. 

 40 µL de ADNc en el caso de RT de 2 µg de ARN. 

 20 µL de ADNc en el caso de RT de 1 µg de ARN. 

Siendo en todos los casos la concentración de ADNc resultante de 0.05 

µg/ µL (50 ng/µL). La pureza de ADNc fue estimada mediante la utilización del 

espectrofotómetro ND-1000 (NanoDrop® ND-1000) gracias a los valores del 
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ratio A260:A280 (un ratio de ~1.8 es generalmente aceptado como puro para 

ADN; un ratio menor puede ser indicativo de la presencia de proteínas, fenoles 

u otros contaminantes que absorben con fuerza, o cercanos, a los 280 nm) y 

del ratio A260/230 (este ratio es usado como una medida secundaria de la 

pureza de los ácidos nucléicos, los valores esperados para éste están dentro 

del rango 2.0 - 2.2; si este ratio es apreciablemente menor al esperado, esto 

puede ser indicativo de la presencia de contaminantes que absorben a 230 

nm). 

El volumen utilizado para la realización de la cuantificación fue de 2 µL. 

 

REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA A TIEMPO REAL (RT-PCR): 

Las amplificaciones para los estudios de comparación de los niveles de 

expresión génica entre los diferentes sujetos de estudio se realizaron utilizando 

placas de reacción de 96 pocillos (MicroAMp® Optical 96-well reaction plate; 

PE Applied Biosystems) en un equipo de PCR a tiempo real tipo 7500 Fast (ABI 

7500 Fast Real-Time PCR System; Applied Biosystems). 

Las reacciones de PCR cuantitativas se llevaron a cabo para todos los 

genes usando un volumen final de 25 μl consistentes en: 11.25 μl del ADNc 

cuantificado diluido (éstos 11.25 μl deben contener 12.5 ng de ADNc para que 

así la concentración final de éste por pocillo sea de 0.5 ng/ μl –volumen 

recomendado por la casa comercial-)  y 13.75 μl de mezcla de reacción 

(compuesta por 12.5 μl de Universal PCR Master Mix - 4364341; Applied 

Biosystems - y 1.25 μl de la correspondiente sonda de expresión génica 

específica -TaqMan® Gene Expression Assays; Applied Biosystems-). Sondas 

utilizadas: 
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- VEGF-A: Hs00173626_m1 

- VEGF-B: Hs00957984_m1 

- VEGF-C: Hs00153458_m1 

- VEGF-D: Hs01128659_m1 

- VEGF-R1/FLT1: Hs 01052935_m1 

- VEGF-R2/KDR/Flk-1: Hs00176676_m1 

- VEGF-R3/FLT4: Hs01047674_m1 

- CD90/Thy-1: Hs00264235_s1 

- CD31/PCAM-1: Hs01065279_m1 

- CD49a/VLA1: Hs00168433_m1 

- CD29: Hs00559595_m1 

Todas las medidas se realizaron por duplicado. Durante los ciclos de 

amplificación el valor Ct para cada producto de amplificación fue determinado 

usando un valor umbral de 0.1. Las señales específicas fueron normalizadas 

según la expresión constitutiva del gen de la ciclofilina (Cyc: 4326316E), 

usando la fórmula 2-∆Ct. 

El protocolo utilizado fue el siguiente: 

Nota: Trabajar a 4ºC durante todo el tiempo, utilizando una placa de frío 

puesto que la lectura de las placas de reacción se hace por su parte posterior y 

no deben estar mojadas por el hielo. Uso de puntas con filtro para minimizar 

contaminaciones y, por tanto, amplificaciones inespecíficas. 

1. Preparar “x” eppendorfs con las mezclas de reacción que vamos 

a necesitar (siendo “x” el número de genes que pretendemos 

cuantificar en cada placa): 12.5 μl de Master Mix / muestra + 1.25 
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μl de sonda / muestra. Homogeneizar bien mediante pipeteo e 

introducir en hielo. 

2. Añadir a cada pocillo 13.75 μl de las mezclas de reacción 

preparadas sin llegar al tope de la pipeta para así tener la máxima 

homogeneidad de volumen en los pocillos y minimizar los errores 

cometidos por pipeteo. 

3. Añadir a continuación 11.25 μl de las muestras (ADNc diluido) o 

de H2O RNasa free en aquellos pocillos que actúan como blanco. 

4. Tapar bien todos los pocillos (MicroAmp Optical Adhesive Film; 

referencia: 4311971; Applied Biosystems). 

5. Dar un spin a la placa de reacción (llegar hasta las 3200 rpm y 

dejar que termine la centrifugación; centrífuga a 4ºC, sin freno). 

6. Introducir la placa de reacción en el termociclador y aplicar los 

siguientes ciclos de reacción: 

 

 

Holding 

Stage 

Step 1 

Holding 

Stage 

Step 2 

Cicling 

Stage 

Step 1 

Cicling 

Stage 

Step 2 

Temperatura 50ºC 95ºC 95ºC 60ºC 

Tiempo 2 min 10 min 00:15 min 1 min 

Número de ciclos: 40 

 

EXTRACCIÓN PROTÉICA: 

Las proteínas totales de los tejidos adiposos fueron extraídas según el 

protocolo NE-PER Nuclear and Cytoplasmatic Extraction Reagents protocol 

(Pierce Biotechnology, referencia nº 78833). 



                                                                                                                    Materiales y Métodos 
 

~ 73 ~ 

 

Los reactivos del kit son: 

- CER I (10 mL): reactivo I de extracción de proteínas del citosol. 

- CER II (550 µL): reactivo II de extracción de proteínas del citosol. 

- NER (5mL): reactivo de extracción de proteínas nucleares. 

El protocolo utilizado fue el siguiente: 

Nota: Trabajar en hielo en todo momento (proteasas, fosfatasas... son 

más activas a altas temperaturas, por ello es conveniente trabajar en hielo) y 

añadir los reactivos previamente enfriados. Todas las centrifugaciones se 

hacen a 4ºC y a máxima potencia. 

1. Cortar ~50 mg  de tejido adiposo en trozos pequeños; 

introducirlos en un tubo o eppendorf estéril (en función de la 

cantidad inicial de tejido tendremos mayor o menor eficiencia 

final; se puede utilizar de 40 a 100 mg de tejido). Añadir 500 μL 

de agua y pipetear durante 20’’. Añadir rápidamente 500 μL de 

NaCl al 1.8% y pipetear (acabamos de crear un suero de NaCl al 

0.9%). Este choque osmótico se hace para romper los posibles 

eritrocitos que haya en la muestra (no es necesario hacerlo en 

todas las ocasiones; depende de la muestra), por lo que 

reducimos significativamente la contaminación posterior con 

glóbulos rojos y grasa. 

2. Dar un spin para bajar el tejido; quitar el suero con una jeringa de 

insulina con cuidado de no arrastrar tejido y dejarlo lo más seco 

posible. 

3. Resuspender el pellet en 200 μL de CER I frío. Añadir 2 μL de 

cocktail inhibidor de fosfatasas número 2 (Sigma-Aldrich; Product 
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Number: P5726) y 2 μL de cocktail inhibidor de fosfatasas número 

3 (Sigma-Aldrich; Product Number: P0044). No es necesario 

resuspender (a continuación se homogeniza todo con la 

sonicación). 

4. Sonicación. Siempre dentro del hielo para que no se calienten las 

muestras en exceso. Intensidad lo más baja posible (1-2) para 

romper membranas pero no los núcleos. Sonicar unos 4’’ cada 

muestra moviendo el sonicador por el eppendorf. Hacer 2 ó 3 

tandas de sonicación (hasta que todo quede perfectamente 

homogenizado). El sonicador se lava con un trozo de papel 

humedecido en H2O (se para entre cada eppendorf y se limpia un 

poco). Al acabar se limpia con un papel empapado en alcohol. 

5. Agitar bien con el vórtex durante 15’’ e incubar 10 minutos en 

hielo. 

6. Añadir 11 μL de CER II frío (ahora no es necesario acompañarlo 

de los inhibidores porque aún tenemos en la disolución los 

añadidos anteriormente). Agitar con vórtex 5’’. 

7. Centrifugar 10’/ 14000 rpm (máxima potencia) / 4ºC. 

8. Tras la centrifugación, en los eppendorf encontraremos una 

primera capa de grasa (puede ser como un botón, se elimina si 

molesta mucho por simple arrastre con la jeringa; evitar cogerla), 

una fracción líquida que se corresponde con las proteínas 

citosólicas y un pellet bien pegado a la base (hay que tener más 

cuidado con la grasa que con la posibilidad de que el pellet se 

despegue). Coger una jeringa de insulina y tomar la fracción 
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líquida que se obtiene tras la centrifugación; será la FRACCIÓN 

PROTÉICA CITOSÓLICA; verterla en un nuevo tubo limpio 

debidamente rotulado y mantenerlo en hielo hasta guardarlo 

(congelar a –80ºC; alicuotado o no según posterior uso). Los 

eppendorfs se mantienen en frío (hielo) hasta su congelación; al 

estar en reposo puede aparecer una capa de grasa nuevamente 

en la parte superior. Dar un spin y repetir el proceso de tomar la 

fracción citosólica con una jeringa de insulina. Verter en un nuevo 

tubo limpio rotulado. Así se minimiza la contaminación por grasa 

de nuestra muestra. 

Nota: con el choque osmótico previo se minimiza la cantidad de grasa 

obtenida en este paso. 

9. Resuspender el pellet con 100 μL de NER frío. Añadir 1 μL de 

cocktail inhibidor de fosfatasas número 2 (Sigma-Aldrich; Product 

Number: P5726) y 1 μL de cocktail inhibidor de fosfatasas número 

3 (Sigma-Aldrich; Product Number: P0044). No es necesario 

resuspender (a continuación se homogeniza todo con la 

sonicación). 

10. Sonicación del pellet resuspendido en NER. Se puede subir la 

intensidad de sonicación (4-6) puesto que pretendemos romper 

los núcleos en este paso. Trabajar dentro del hielo y repetir, al 

menos, dos tandas de sonicación. 

11. Agitar en vórtex durante 15’’ para mezclar todo bien tras la 

homogenización. Dejar incubar en hielo durante un total de 40 
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minutos; cada 10 minutos de este tiempo se debe hacer una 

agitación con el vórtex de 15’’. 

12. Centrifugar 10’/ 14000 rpm (máxima potencia) / 4ºC. 

13. Transferir el sobrenadante (FRACCIÓN PROTÉICA NUCLEAR) 

con una jeringa de insulina a un tubo limpio debidamente 

rotulado. Dejar reposar en hielo. Puede aparecer nuevamente una 

capa de grasa. Dar un spin y repetir el proceso de tomar la 

fracción proteica nuclear con jeringa. Verter en un nuevo tubo 

limpio rotulado. Así se minimiza la contaminación por grasa de 

nuestra muestra, lo cual podría interferir en posteriores 

experimentos. 

14. Guardar la fracción nuclear a –80ºC, alicuotado o no según 

posterior uso. 

15.  Eficiencia Esperada (A280): 

Fracción citosólica: 40 mg de tejido graso iniciales  de 7 a 

13 μg/μL (A260/280  0,43 – 0,9). 

Fracción nuclear: 40 mg de tejido graso iniciales  de 2 a 26 

μg/μL (A260/280  0,88 – 1,7). 

 

 

CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS. MÉTODO BRADFORD: 

La cuantificación de proteínas totales de las fracciones citoplasmáticas y 

nucleares se realizó por el método descrito por Bradford (1976) utilizando el 

reactivo Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad. 

Referencia: 500-0006). Este método está basado en el cambio de absorbancia 
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(de 466 nm a 595 nm) que experimenta una solución ácida de “Coomassie 

Brilliant Blue” que está contenida en el reactivo de Bradford al unirse a las 

proteínas. Los datos de absorbancia fueron referidos a una curva patrón 

realizada con albúmina de suero bovino. 

El protocolo utilizado fue el siguiente: 

1. Obtención de la recta patrón: 

a. Preparar diversos eppendorfs con una dilución 1:5 del reactivo de 

Bradford (800 μL H20; 200 μL Bradford). 

b. Recta patrón: A partir del “stock” de BSA preparar eppendorfs con 

las concentraciones de BSA indicadas en la tabla siguiente: 

Eppendorf Concentración BSA 

1 0.5 μg/μL 

2 1 μg/μL 

3 2.5 μg/μL 

4 5 μg/μL 

5 10 μg/μL 

6 20 μg/μL 

7 30 μg/μL 

8 40 μg/μL 

 

c. Añadir a cada eppendorf que contiene Reactivo de Bradford 

diluido, 1 μL de las diferentes concentraciones de recta patrón 

preparadas. Mezclar por inversión. 

d. Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente. 
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e. Pasar 200 μL del contenido de los eppendorfs a una placa de 

ELISA de 96 pocillos. 

f. Realizar la lectura de absorbancia a 595 nm y obtener la ecuación 

de la recta de regresión. 

2. Cuantificación de nuestras muestras: 

a. Preparar nuevamente diversos eppendorfs con una dilución 1:5 

del reactivo de Bradford (800 μL H20; 200 μL Bradford). 

b. Añadir a cada eppendorf que contiene Reactivo de Bradford 

diluido, 1 μL de nuestras muestras a cuantificar. Mezclar por 

inversión. 

c. Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente. 

d. Pasar 200 μL del contenido de los eppendorfs a una placa de 

ELISA de 96 pocillos. 

e. Realizar la lectura de absorbancia a 595 nm y calcular el 

contenido proteico de nuestra muestra a partir de la ecuación de 

la recta patrón. 

Nota: Se recomienda realizar, al menos, dos réplicas tanto para el 

cálculo de la curva patrón como para la cuantificación de las muestras 

“problema”. 

 

ANÁLISIS POR INMUNODETECCIÓN (WESTERN BLOT): 

Los extractos proteicos (30 µg) fueron separados por SDS-PAGE, y 

transferidos a una membrana tipo PVDF (Polyvinilidene Fluoride Transfer 

Membrane 0.45 μm; T81976; Pall Corporation) e incubados con los anticuerpos 

específicos: 



                                                                                                                    Materiales y Métodos 
 

~ 79 ~ 

 

- anti-VEGF (A-20): SC-152 (Santa Cruz Biotechnology) 

- anti-VEGF-B (J-14I): SC-80442 (Santa Cruz Biotechnology) 

- anti-VEGF-C (H-48): SC-25783 (Santa Cruz Biotechnology) 

- anti-VEGF-D (x142): SC-80447 (Santa Cruz Biotechnology) 

- anti-VEGF-R3/FLT4 (C-20): SC321 (Santa Cruz Biotechnology) 

- anti-VEGF-R2/FLK1 (A-3): SC6251 (Santa Cruz Biotechnology) 

- anti-VEGF-R1/FLT1 (C-17): SC316 (Santa Cruz Biotechnology) 

- anti-FABP4: SC271529 (Santa Cruz Biotechnology) 

- anti-adipose-differentiation-related protein (ADRP): SC32888 (Santa 

Cruz Biotechnology) 

- anti-PPARγ2: MBS603559 (My Biosource) 

Las señales proteicas fueron detectadas por electroquimioluminiscencia 

(Quantity One software; Bio-Rad Laboratories). 

El protocolo utilizado fue el siguiente: 

1. Reactivos necesarios: 

- PBS 1X (Phosphate Buffered Saline; P4417-100TAB; Sigma). 

- Tampón de carga de las muestras (para preparar unos 16 mL): 

 

Agua miliQ (mL) 6 

Tris 0,5 M-HCl pH 6.8 (mL) 2 

SDS 10 % (mL) 3.2 

Β-mercaptoetanol (mL) 0.8 

Azul de bromofenol 0.5% (mL) 0.8 

Glicerol (mL) 3.2 
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a. Agitar muy bien en el agitador magnético para conseguir una 

mezcla totalmente homogénea. 

b. Guardarlo en alícuotas a 4ºC. 

- Running Buffer 5X (ojo, se utiliza a 1X en durante la electroforesis, por 

lo que habrá que hacer la pertinente dilución): 

Tris (g) 15 

Glicina (g) 72 

SDS (g) 5 

Agua miliQ Hasta 1 L. 

 

a. No es necesario medirle el pH. 

b. Se puede reutilizar (unas 3 veces). 

- Transfer Buffer: 

Running Buffer 5X (mL) 200 

Metanol absoluto (mL) 200 

Agua miliQ 600 

 

a. Se puede reutilizar (unas 3 veces). 

- Tampón de bloqueo (10 mL/membrana): 

PBS 1X 

5% BSA 

0.5% Tween 20 

 

- Tampón de lavado (en cada lavado se debe cubrir completamente la 

membrana): 
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PBS 1X 

0.5% Tween 20 

 

- Tampón diluidor de anticuerpos (acs): 

 

PBS 1X 

0.5% Tween 20 

 

2. Preparación del gel: 

- Montar los cristales en los soportes y llenarlos con agua para 

comprobar que no haya escapes por la parte inferior de éstos. 

- Running Gel (cantidades para dos geles: 10 mL). Preparar el 

adecuado en función del peso molecular de la proteína de nuestro 

interés. Como referencia se toma la β-actina, cuyo peso molecular es 

de 42 kDa y se corre en un gel al 10% de acrilamida (proteínas de 

mayor peso molecular se han de correr en un gel con un menor 

porcentaje de acrilamida y proteínas de menor peso molecular se han 

de correr en un gel con un mayor porcentaje de acrilamida). 

 

Porcentaje final acrilamida (%) 5 7 7.5 10 12 15 

Agua miliQ (mL) 6.1 5.6 5.5 4.9 4.4 3.9 

Acrilamida / Bis 40% (29:1) (mL) 1.3 1.8 1.9 2.5 3 3.5 

Tris 1,5 M pH 8.8 (mL) 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 

SDS 10 % (μL) 100 100 100 100 100 100 

PSA 10 % (μL) 50 50 50 50 50 50 

TEMED (μL) 10 10 10 10 10 10 
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- Dejar polimerizar 20 minutos (cubrir con H2O mientras polimeriza; 

observar y utilizar como referencia la polimerización de lo sobrante que 

queda en el bote donde se ha preparado la mezcla). 

- Stacking Gel (cantidades para dos-tres geles: 15 mL). 

 

Porcentaje final acrilamida (%) 4 

Agua miliQ (mL) 6.4 

Acrilamida / Bis 40% (29:1) (mL) 1 

Tris 0,5 M pH 6.8 (mL) 2.5 

SDS 10 % (μL) 100 

PSA 10 % (μL) 50 

TEMED (μL) 10 

 

- Introducir el peine por el lateral para evitar la formación de burbujas. 

- Dejar polimerizar 10 minutos (observar y utilizar como referencia la 

polimerización de lo sobrante que queda en el bote donde se ha 

preparado la mezcla). 

3. Muestras: 

- Encender el thermoblot para que alcance 100 ºC. 

- Sacar las muestras del congelador (-20º ó -80º). Dejarlas descongelar 

e introducirlas en hielo hasta su utilización. 

- Mezclar las muestras con el tampón de carga (está alicuotado a 4 ºC) 

en una proporción 2x ó 3x (por ejemplo 10 L muestra + 10 L tampón 

de carga). ¡Ojo! normalmente se preparan dos geles (uno para el gen 

de la β-actina, que es el que se utiliza de referencia, y otro para 
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nuestra proteína de interés), por lo que habrá que preparar el doble de 

muestra con su consiguiente tampón de carga. 

- Incubar en agitación: 5 minutos, 100 ºC, 800 rpm. Hacer un agujero en 

los eppendorfs con una jeringa de insulina para que con el calor no 

salten los tapones. 

- Centrifugar 5 minutos, 13000 xg. Evitar el pellet al cargar las muestras 

en el gel ya que se trata de suciedad o de grumos que se hayan 

formado. 

4. Electroforesis: 

- Sacar el gel del soporte una vez haya terminado de polimerizar; quitar 

el peine. Enjuagar un poco todo el gel y los pocillos con agua 

destilada. 

- Colocar el gel en la cubeta de electroforesis con cuidado de poner los 

polos en el sentido correcto. Rellenarla con Running Buffer hasta la 

cantidad indicada en función del número de geles que tengamos. 

- Cargar el gel: 

a. Pocillo 1: marcador de peso molecular (Kaleidoscope Prestained 

Standards, Catalog 161-0324, Control 310009463; BioRad); 2 – 

2,5 L. (no añadirle tampón de carga). 

b. Restantes pocillos: muestras; 20L. (con su correspondiente 

tampón de carga). Descargarlas despacio de la pipeta para que 

no queden muy arriba en los pocillos. 
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- Comenzar a correr el gel: 

a. Correr a 80 V hasta que todas las muestras se asienten en sus 

pocillos, entren bien al Stacking Gel, formen el frente y lleguen al 

Running Gel (15’). 

b. Correr a 150 V, 60 minutos aproximadamente. Si se baja el 

voltaje aumenta el tiempo de electroforesis (a 100 V podemos 

hacer otra cosa); ésta se acaba cuando el frente llega al final del 

gel sin salirse (línea verde del soporte de plástico más o menos). 

5. Transferencia: 

- Activar las membranas PVDF sumergiéndolas 10 minutos en metanol 

absoluto. Pasarlas posteriormente a tampón de transferencia. 

- Sumergir en tampón de transferencia los componentes que intervienen 

en la misma (esponjas y filtros; membrana tras su activación). 

- Sacar el gel tanto del soporte de electroforesis (enjuagarlo con H2Od) 

como de los cristales; desechar el Stacking Gel. Montar el sándwich de 

transferencia: 

a. (-) Parte negra del soporte – Esponja – 2 Filtros – Gel – 

Membrana – 2 Filtros – Esponja – Parte blanca del soporte  (+). 

b. Evitar la formación de burbujas entre los elementos del 

sándwich (pasar un tubito en cada una de las capas que se 

monte). 

c. Colocar el frente del gel en la parte de abajo del soporte (es la 

que da al pliegue). 
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d. Echar continuamente tampón entre los elementos del sándwich 

para que no se seque y para que se deslicen mejor unos sobre 

otros. 

e. Meter en la cubeta junto con un bloque de hielo (la transferencia 

se da a 4 ºC); rellenarla con tampón de transferencia hasta 

donde indica la marca. 

f. Poner a correr a 80 V, 60 minutos. 

6. Saturación o bloqueo: 

- Enjuagar la membrana en PBS 1X para eliminar restos del tampón de 

transferencia (se pone en el agitador a unos 240 de velocidad mientras 

recogemos todo lo demás). 

- Incubar la membrana con tampón de bloqueo (una de las dos 

opciones): 

a. 30 minutos; temperatura ambiente; en agitación. 

b. Toda la noche; 4 ºC; en agitación. 

7. Revelado: 

- Lavar 3 veces durante 5 minutos con tampón de lavado. 

- Incubar con anticuerpo primario (dilución 1:2.000): 60 minutos, 

temperatura ambiente, agitación (el anticuerpo 1º SÍ se reutiliza, por lo 

que se puede guardar congelado a -20 ºC para posteriores 

utilizaciones). 5L. anticuerpo 1º para 10 mL. de volumen final; usar 

tampón diluidor de anticuerpos. 

- Lavar 3 veces durante 5 minutos con tampón de lavado. 
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- Incubar con anticuerpo secundario (1:20.000): 30 minutos, temperatura 

ambiente, agitación (el 2º NO se reutiliza). 1L. anticuerpo 2º para 20 

mL. de volumen final; usar tampón diluidor de anticuerpos. 

- Lavar 3 veces durante 5 minutos con tampón de lavado. 

- Revelado con el kit de quimioluminiscencia (Immun-StarTM WesternCTM 

Kit; Catalog: ref 170-5070; BioRad): adición de 1mL. de cada reactivo 

(luminol y peroxidasa) a un tubo Falcon; una vez mezclados se vierten 

sobre la membrana durante unos minutos (pasando el líquido de 

revelado continuamente sobre ésta). Introducir la membrana en el 

documentador de geles (Universal Hood II; BioRad). 

8. Tinción del gel (si se desea comprobar que se ha realizado la 

completa transferencia de las proteínas a la membrana; en tal 

caso, el gel debe aparecer limpio): 

- Limpiar el gel con un poco con H2Od. 

- Añadir la mezcla de azul de bromofenol (Brilliant Blue R; referencia: 

B0149-250; Sigma) junto con colorante para desteñir. 

- Incubar toda la noche; temperatura ambiente (a las 3 horas 

aproximadamente comienza a verse algo). 

- Enjuagar un poco el gel con H2Od. 

9. Tinción de la membrana (si se desea comprobar que realmente 

se ha dado la transferencia de las proteínas a ésta): 

- Lavado de la membrana con PBS. 

- Enjuagado con H2Od. 

- Tinción con rojo Ponceau (AppliChem; referencia: A2935.0500) hasta 

que se aprecien las bandas proteicas en la membrana. 
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- Enjuagado con H2Od. 

- Secado de la membrana (dejar que se seque sobre una superficie con 

papel de filtro). 

 

AISLAMIENTO Y EXPANSIÓN CELULAR: 

El aislamiento y expansión de las células humanas derivadas de la 

fracción del estroma vascular del TA humano de timo y subcutáneo fue llevado 

a cabo según el procedimiento de Zuck y col. (2001) modificado. 

El protocolo utilizado fue el siguiente: 

1. Las muestras de tejido adiposo fueron recogidas de los pacientes 

sometidos a injerto de bypass arterio-coronario y transportadas en 

medio salino (Hank’s balanced Salt Solution 10X, Sigma, H9269) 

suplementado con penicilina y estreptomicina al 3% (Sigma; 

P0781) y anfotericina al 1% (Sigma; A-2942). 

2. Las biopsias de tejido adiposo fueron lavadas con PBS 

(Phosphate buffered saline tablet; Referencia: P4417; Sigma) 

para eliminar los restos celulares y, bajo condiciones de 

esterilidad, diseccionadas en pequeñas piezas con la ayuda de un 

bisturí para posteriormente ser sometidas a digestión enzimática 

con una solución de medio Hank’s con colagenasa tipo I 

(Collagenase from Clostridium Histolyticum Type I; Referencia 

C2674-1G; Sigma) al 0.150% y suero de albúmina bovino (Bovine 

Serum Albumin; Referencia A3294-50g; Sigma) al 1.0%. Es 

conveniente no tener almacenada esta solución de digestión, por 

lo que se recomienda prepararla momentos antes de su 
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utilización. La digestión se realizó durante una hora a 37 ºC en un 

baño con agitación. 

3. La suspensión tisular obtenida de la digestión enzimática fue 

centrifugada a 500 xg durante 10 min y los adipocitos flotantes 

fueron separados de la fracción vascular estromal precipitada por 

decantación. 

4. La fracción del estroma vascular fue filtrada a través de una malla 

de Nylon de 100-μm (Falcon Brand Plasticware; Referencia: 

352360; BD Biosciences) dentro de la campana para eliminar los 

posibles grumos que quedasen y depositada en un nuevo tuvo 

Falcon limpio. Posteriormente se centrifugó a 300 xg durante 5 

min. 

5. El pellet celular fue re-suspendido en buffer de lisis de eritrocitos 

(Red Blood Cell Lysing Buffer Hybri-MaxTM; Sigma; R7757) 

durante 10 min a temperatura ambiente y nuevamente 

centrifugado a 300 xg durante 5 min 

6. El pellet celular resultante fue resuspendido en medio DMEM/F12 

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham; 

Sigma; D6421) suplementado con suero fetal bovino (Fetal 

Bovine Serum; Gibco; 10270-106) al 10%, 100 μg/mL de 

penicilina/estreptomicina (Sigma; P0781), 2mM de L-glutamina 

(Sigma; G7513)  y 1 μg/mL de anfotericina B (Sigma; A2942). 

7. Las células fueron puestas en frascos de cultivo tisular e 

incubadas en atmósfera húmeda con un 5% de CO2 a 37 ºC hasta 
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que alcanzaron un 90% de confluencia (aproximadamente 7 

días). 

 

CITOMETRÍA DE FLUJO: 

Las células de la fracción vascular estromal de los tejidos adiposos (en 

pase 0 y pase 3) fueron caracterizadas inmunofenotípicamente mediante 

citometría de flujo de acuerdo a sus marcadores celulares de superficie, entre 

los que se incluyeron Thy1/CD90 (anti-human CD90 -Thy-1- APC; 17-0909, 

eBioscience), CD29 (anti-human CD29 -integrin beta 1- FITC; 11-0299, 

eBioscience) y CD49a (ITGA/CD49a/Integrin Alpha 1 Mouse anti-Human 

Monoclonal -FITC- Antibody; LS-C15953-100, LifeSpan BioSciences). 

El protocolo utilizado fue el siguiente: 

1. Tras obtener el 90% de confluencia de las células adherentes, se 

realizó la caracterización inmunofenotípica de las células de la 

SVF. Las células fibroblastoides fueron en primer lugar 

tripsinizadas. Para ello se añaden 500 µL de PBS (Dulbecco’s 

Phosphate Buffered Saline; Sigma; D8537) por pocillo. Se aspira 

este primer lavado y se añaden 300 µL/pocillo de tripsina 

(Trypsin-EDTA Solution; Sigma; T3924), dejándola actuar durante 

5 minutos a 37ºC. Tras este tiempo, se añaden 300 µL/pocillo de 

medio DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient 

Mixture F-12 Ham; Sigma; D6421) suplementado con suero fetal 

bovino (Fetal Bovine Serum; Gibco; 10270-106) al 10%, 100 

μg/mL de penicilina/estreptomicina (Sigma; P0781) y 2mM de L-

glutamina (Sigma; G7513) para bloquear la acción de la tripsina. 
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Esta solución que contiene las células gracias a que mediante la 

acción de la tripsina se ha conseguido que se despeguen de la 

superficie de la placa, se recoge y se deposita en un tubo Falcon 

limpio y el pocillo se vuelve a lavar con PBS para recoger el resto 

de células que hayan podido quedar en la placa. Se centrifuga la 

solución celular durante 5 minutos a 400 g para formar un pellet, 

el cual se resuspende en 100 µL de medio de cultivo para poder 

proceder al conteo celular mediante uso de un hematocitómetro o 

cámara de Neubauer. 

Nota: Conteo en cámara de Neubauer. Se toman 10 µL de la mezcla 

preparada y se cargan de manera uniforme en uno de los laterales del 

hemocitómetro. A continuación se coloca la cámara en la bandeja del 

microscopio y se enfoca hasta que se vean nítidas las células al mirar por el 

binocular. Se busca el primer cuadro donde vaya a realizarse el recuento. 

Existe una convención por la cual si las células tocan el límite superior o el 

límite izquierdo del cuadro, deben contabilizarse, pero no se contabilizan si 

tocan el límite inferior o el límite derecho. En caso de que la concentración 

celular sea muy alta, y sea fácil perderse en el recuento, se suele utilizar un 

orden de conteo en forma de zigzag. 

 
 
 
 
 
 

Figura superior. Detalles del hemocitómetro o Cámara de Neubauer. A. Conteo de un 

cuadro grande en cámara de Neubauer. B. Recuento de 5 cuadros grandes (marcados 

en azul) en cámara de Neubauer. C. Recuento celular típico en zigzag para casos de alta 

concentración celular. 

 

A B C 
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En una hoja se van anotando los resultados de células contadas y se 

repite el proceso para todos aquellos cuadros que se deseen contar, anotando 

el resultado de cada uno de ellos. Cuantos más cuadros contemos, más 

precisión obtendremos en nuestra medida. Finalmente aplicamos la fórmula del 

cálculo de concentración celular, teniendo en cuenta de que si hemos aplicado 

alguna dilución, deberemos considerarla.  

 

 

 

 

2. Las células fueron alicuotadas (1x105) en tubos de polipropileno 

y, de acuerdo con las instrucciones del fabricante, se añadió 10 ó 

20 μL de solución de anticuerpo de ratón contra los respectivos 

marcadores de superficie celular unidos a su correspondiente 

fluorocromo. Uno de los tubos se destinó a realizar los pertinentes 

controles de isotipo. 

3. Todos los tubos fueron incubados en hielo y protegidos de la luz 

durante 30 min. 

4. Posteriormente las células se lavaron dos veces  en una solución 

tampón bloqueante (PBS -Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline; 

Sigma; D8537- suplementado con BSA  -Bovine Serum Albumin; 

Sigma; A3294- al 3%; en cada lavado se hace una centrifugación 

de 5 minutos a 300 g). 

5. Finalmente fueron resuspendidas en 1 mL de PBS (Sigma; 

D8537) para realizar la lectura del Inmunofenotipo en el citómetro 

Concentración 

(células / mL)

Número de células   X   10000

Número de cuadrados   X   dilución
=
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de flujo: adquisición de 1x104 eventos por tubo a través de un 

analizador CyAnTM cytometer ADP high-spped analyzer 

(Beckman Coulter). 

6. La adquisición de datos y su análisis fue realizado utilizando el 

programa informático SUMMIT.3 software (Beckman Coulter). Las 

células no teñidas fueron utilizadas para establecer la 

configuración de los parámetros del citómetro de flujo. 

 

ENSAYO IN VIVO EN MEMBRANA CORIOALANTOIDEA DE CODORNIZ 

(CHRIOALLANTOIC MEMBRANE - CAM): 

 Para llevar a cabo este ensayo se toman huevos de codorniz fertilizados 

y se incuban horizontalmente a 37.5 ºC en un incubador humidificado. Al tercer 

día de la incubación se extraen 0.5 mL de albúmina para crear una falsa 

cámara de aire. Sobre dicha cámara de aire se realiza una ventana en la 

superficie del huevo, la cual se sella con cinta adhesiva. Al noveno día de 

incubación se elimina el sellado de la cámara, dejando la ventana al 

descubierto y a través de ella se coloca un fragmento de unos 2x2 mm de los 

distintos tipos de grasa a medir, en este caso TAT y TAS, sobre la membrana 

corioalantoidea (CAM). Los controles negativos consistieron en huevos de 

codorniz tratados del mismo modo indicado pero sin inserción de ningún tipo de 

fragmento de grasa sobre la CAM. Se vuelve a sellar la apertura y se realiza 

una nueva incubación del huevo durante 48 horas. Transcurrido este tiempo se 

disecciona la membrana junto con el fragmento de grasa y se fija en 

paraformaldehído al 4% (Formaldehyde 4%; Prolabo; 9713.9025) durante 5 

horas a temperatura ambiente. Las secciones se incluyen posteriormente en 
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parafina (Merck; 1.11609.2500) y una vez desparafinadas, se bloquean con 

suero de cabra (sheep serum; Sigma; S3772-10ML) al 16% en PBS (Sigma; 

8537). Para finalizar se incuban durante toda la noche con el anticuerpo 

monoclonal de ratón QH1 (DSHB)  a dilución 1:100, el cual reconoce de 

manera específica determinantes de superficie de células del linaje 

hemangioblástico de codorniz. Tras un lavado, se incuban con antimouse-FITC 

y DAPI. El examen de la CAM se realiza bajo microscopio confocal; el ensayo 

se puntúa como positivo cuando dos observadores independientes informan 

sobre aumento/reducción significativa de los vasos del área tratada. 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: 

Los resultados se expresaron como la media ± error estándar medio 

(SEM). Todos los parámetros clínicos están resumidos por parámetros 

estadísticos. Las relaciones entre ambos grupos (sujetos de mediana y tercera 

edad) fueron analizados usando un test U de Mann-Whitney. Los análisis de 

correlación fueron realizados con un test de correlación de Spearman’s (r). Las 

correlaciones parciales para controlar los factores de confusión (IMC, glucosa, 

triglicéridos y colesterol) también fueron realizadas. En todos los casos, el 

niveles de rechazo para la hipótesis nula fue α=0.05 para ambos 

extremos/colas. El análisis estadístico fue llevado a cabo con el programa 

SPSS (Versión 15.0 para Windows; SPSS, Chicago, IL). 
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Estudio 2: Caracterización de células mesenquimales procedentes de TAT y 

TAS en relación con el incremento de la edad 

 

PACIENTES Y RECOGIDA DE TEJIDO ADIPOSO: 

El estudio reclutó pacientes que recibieron injerto de bypass artero-

coronario (CABG) con bypass cardio-pulmonar (CBP) en el Hospital Regional 

Universitario Carlos Haya de Málaga. La media del número de injertos usados 

fue de 3,1 por paciente. Los sujetos operados y reclutados en este estudio 

fueron individuos con situación estable y sin lesión isquémica severa. Por tanto, 

estos sujetos no habían sufrido infarto durante su vida o, al menos, no lo 

habían sufrido 6 meses antes de la cirugía. 

Para el ensayo de proliferación celular (curvas de crecimiento celular), el 

ensayo de formación de colonias fibroblásticas y el estudio de citometría, el 

número total de pacientes con similares características clinicopatológicas fue 

de N=5 (todos ellos con edad superior a 70 años). 

Para realizar las diferenciaciones celulares y el posterior análisis de la 

expresión de ARNm se realizaron dos grupos de pacientes: 

- Grupo de mediana edad: desde 45 años hasta 65 años. 

- Grupo de tercera edad: 70 años aproximadamente. 

El número total de pacientes reclutados para este estudio fue: 

- Diferenciación Adipogénica y Diferenciación Osteogénica: N=26. 

(Grupo de mediana edad: N=8. Grupo de tercera edad: N=18). 

- Diferenciación Endotelial: N=13. (Grupo de mediana edad: N=5. 

Grupo de tercera edad: N=8). 
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Para la formación de túbulos por células endoteliales procedentes de la 

vena safena humana (HSaVEC) en medio condicionado generado por cultivo 

de células procedentes de la SVF derivadas de TAT y TAS se realizaron los 

dos mismos grupos de pacientes (mediana y tercera edad; N=20), estando 

cada grupo constituido por: 

- Grupo de mediana edad: N=12. 

- Grupo de tercera edad: N=8. 

 

Este estudio fue aprobado por el comité ético local del Hospital Regional 

Universitario Carlos Haya, y todos los pacientes participantes firmaron el 

pertinente consentimiento informado (adjunto al final de este apartado)  

elaborado por la Sociedad Española de Cirugía Torácica y Cardiovascular 

(SECTCV). 

 

Ambos tejidos adiposos, tanto el subcutáneo como el de timo, fueron 

obtenidos al inicio del procedimiento quirúrgico y antes del paro del corazón. El 

sitio de recogida de la grasa subcutánea fue la propia incisión del pecho. Para 

la realización del ensayo de proliferación celular (curvas de crecimiento 

celular), el ensayo de formación de colonias fibroblásticas, el estudio de 

citometría de flujo y las diferenciaciones celulares se procesó el tejido en fresco 

tras su traslado a laboratorio en medio salino suplementado (Hank’s balanced 

Salt Solution -Sigma; H9269- enriquecida con penicilina/estreptomicina al 3% -

Sigma; P0781- y anfotericina al 1% -Sigma; A-2942-). 
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AISLAMIENTO Y EXPANSIÓN CELULAR: 

El aislamiento y expansión de las células mesenquimales derivadas de 

la fracción del estroma vascular del TA humano de timo y subcutáneo fue 

llevado a cabo según el procedimiento de Zuck y col. (2001) modificado, 

anteriormente descrito en el apartado de materiales y métodos 

correspondientes al estudio 1. 

 

ENSAYO DE PROLIFERACIÓN CELULAR (CURVAS DE CRECIMIENTO 

CELULAR): 

Análisis de la cinética de proliferación celular de las células de la fracción 

vascular estromal del TAT y TAS. Las células de ambos tejidos adiposos 

cultivadas en pase tres fueron sembradas por triplicado en placas de 12 

pocillos en medio de expansión DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham; Sigma; D6421) suplementado con suero 

fetal bovino (Fetal Bovine Serum; Gibco; 10270-106) al 10%, 100 μg/mL de 

penicilina/estreptomicina (Sigma; P0781) y 2mM de L-glutamina (Sigma; 

G7513) a una densidad celular de 5000 células por cm2. Las células fueron 

separadas de la placa con tripsina (Trypsin-EDTA Solution; Sigma; T3924; 

procedimiento explicado anteriormente) y contadas cada 48 horas durante 23 

días de acuerdo con el método de exclusión de células viables de las no 

viables del colorante azul trypano (Trypan Blue Solution; Sigma; T8154). Con 

esta técnica se toman 100 μl de la suspensión celular, se añade igual volumen 

del azul de tripano (factor de dilución de 2) y se mezclan bien mediante pipeteo 

suave. Se toma el hemocitómetro o cámara de Neubauer, se limpia y se 

humedece un poco el cubreobjetos mediante aire exhalado para 
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posteriormente deslizarlo sobre la cámara de un lado a otro utilizando una 

ligera presión hasta que los anillos de refracción de Newton aparecen (son 

unos anillos tipo arco iris que aparecen bajo el cubreobjetos). Se llenan ambos 

lados de la cámara con unos 10 μl de la suspensión celular con colorante y se 

visualiza en un microscopio invertido de contraste de fases usando aumentos 

de 20X. Ya se puede proceder al conteo celular: células viables, que aparecen 

como células brillantes, y células no viables, que son las teñidas de azul. Lo 

ideal es contar más de 100 células, y para ello es necesario recordar el número 

de cuadrados de la cámara utilizados para alcanzar dicha cantidad. 

 

 

     

 

 

 

 

A B 

Figura superior. Hemocitómetro o Cámara de Neubauer. A. Detalle de las rejillas del 

hemocitómetro o cámara de Neubauer. B. Para el conteo celular se incluyen las células 

que están tanto en el medio de cada cuadrado como en los bordes superior y lateral 

izquierdo (marcadas con v-check en verde), mientras que se excluyen las solapadas con 

los bordes inferior y lateral derecho (marcadas con cruz roja). 
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Para calcular la concentración de células viables y no viables así como 

el porcentaje de células viables se utilizan las siguientes ecuaciones: 

 

 

Posteriormente, el doblaje poblacional (PDs) fue calculado usando la 

siguiente ecuación: 

PDs = 240 / log2 (N2 / N1) 

Donde N2 y N1 representan el número medio de células en los días 15 y 

5 respectivamente. 

 

ENSAYO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS 

FIBROBLASTOIDES (CFU-F assay): 

 Las células de la fracción vascular estromal fueron sembradas por 

triplicado en placas de 6 pocillos en medio de expansión (DMEM/F12 

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham; Sigma; 

D6421) suplementado con suero fetal bovino (Fetal Bovine Serum; Gibco; 

10270-106) al 10%, 100 μg/mL de penicilina/estreptomicina (Sigma; P0781) y 

2mM de L-glutamina (Sigma; G7513) a una densidad celular de 50 células por 

Recuento de 

células viables 

(células 

viables/mL)

Nº de células vivas contadas

Nº de cuadrados contados

X   Dilución   X   10000=

Recuento de 

células no 

viables (células 

muertas/mL)

Nº de células muertas contadas

Nº de cuadrados contados

X   Dilución   X   10000=

Porcentaje

de 

viabilidad

Nº de células viables

Nº de células totales

X   100=
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cm2. Los cultivos se mantuvieron durante 14 días bajo condiciones estándar de 

cultivo celular (37°C, 5% CO2, atmósfera húmeda). El día 14 se eliminó el 

medio y las colonias resultantes se lavaron dos veces con PBS (adición de 1 

mL de PBS -Sigma; D8537- y aspirado), se fijaron con metanol absoluto y 

fueron teñidas con cristal violeta al 0.5% (Panreac; 131762) durante 20 minutos 

a temperatura ambiente. Las placas fueron lavadas con agua destilada y las 

colonias de más de 50 células fueron contadas bajo microscopio. 

 

CITOMETRÍA DE FLUJO: 

Las células de la fracción vascular estromal de los tejidos adiposos (en 

pase 0 y pase 3) fueron caracterizadas inmunofenotípicamente mediante 

citometría de flujo de acuerdo a sus marcadores celulares de superficie, entre 

los que se incluyeron CD14 (BD Pharmingen; 555397), CD19 (BD Pharmingen; 

557835), CD34 (BD eBioscience; 11-0349-42), CD45 (BD Pharmingen; 

557748),  CD73 (BD Pharmingen; 550257), HLA-DR (Miltenyi; 130-095-297), 

CD29 (eBioscience; 11-0299-41), CD31 (eBioscience; 17-0319-71), CD44 

(Miltenyi; 130-095-195), CD49D (eBioscience; 12-0499-71), CD90 

(eBioscience; 11-0909-71), CD105 (Miltenyi; 130-094-926), CD106 

(eBioscience; 12-1069-71), CD133 (eBioscience; 12-1338-41), CD144 

(eBioscience; 17-1449-73), CD146 (eBioscience; 11-1469-41), CD184 (BD 

Pharmingen; 560669), CD140A (RD Systems; FAB1264A), CD140B (RD 

Systems; FAB1263P), CD166 (RD Systems; FAB6561P). El protocolo utilizado 

fue el mismo que el descrito en el apartado de materiales y métodos 

correspondientes al estudio 1. 
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ENSAYOS DE DIFERENCIACIÓN: DIFERENCIACIÓN ADIPOGÉNICA, 

DIFERENCIACIÓN OSTEOGÉNICA Y DIFERENCIACIÓN ENDOTELIAL: 

 Las células procedentes de la fracción del estroma vascular de ambos 

tejidos adiposos fueron analizadas según su potencial para diferenciar hacia 

adipocitos, hueso y células endoteliales. Las células fueron inducidas a 

diferenciación ente los pases 2-3. Las células de ambos tejidos fueron 

sembradas en medio de expansión en placas de 6 pocillos a una densidad de 

10000 células por cm2 hasta que alcanzaron un 90% de confluencia. El medio 

de expansión fue cambiado cada 2-3 días y reemplazado con medio 

adipogénico y osteogénico el día número 14, y con medio endotelial en el día 9. 

Como control negativo se utilizaron células de la SVF cultivadas sin 

suplementos de diferenciación (medio de expansión: DMEM/F12 -Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham; Sigma; D6421- 

suplementado con suero fetal bovino -Fetal Bovine Serum; Gibco; 10270-106- 

al 10%, 100 μg/mL de penicilina/estreptomicina -Sigma; P0781- y 2mM de L-

glutamina -Sigma; G7513-). 

El medio de inducción adipogénico fue DMEM/F12 (Sigma; D6421) 

suplementado con FBS 0,1 mL/mL (Gibco; 10270-106), 

penicilina/estreptomicina 100 U/mL (Sigma; P0781), L-glutamina 2 mM (Sigma; 

G7513), insulina 10µM (Sigma; I9278), 3-Isobutil-1-metilxantina 0,5 mM (Sigma; 

I5879), dexamethasona 1,0 µM (Sigma; D8893), Pioglitazona 10 µM (Sigma; 

E6910), Rosiglitazona 0,5 µM (Sigma; R2408), Biotina 33 µM (Sigma; B4501) y 

Pathenonato de Calcio 17 µM (Sigma; P5155). Tras 72 horas de la inducción 

adipogénica, el medio fue reemplazado por otro de mantenimiento adipogénico 

que consistió en medio DMEM/F12 (Sigma; D6421) suplementado con FBS 0,1 
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mL/mL (Gibco; 10270-106), penicilina/estreptomicina 100 U/mL (Sigma; 

P0781), L-glutamina 2 mM (Sigma; G7513), insulina 10µM (Sigma; I9278), 

dexamethasona 1,0 µM (Sigma; D8893), Pioglitazona 10 µM (Sigma; E6910) y 

Rosiglitazona 0,5 µM (Sigma; R2408). La evaluación cualitativa del estado 

adipogénico fue confirmada tras 14 días mediante tinción de vacuolas lipídicas 

citoplasmáticas con una solución de Oil Red O al 30% (Alfa Aesar; A12989). 

Para ello en primer lugar se lavaron los pocillos dos/tres veces con 500 µL de 

PBS por pocillo; posteriormente las células se fijaron durante 20 minutos a 

temperatura ambiente con 500 µL de formalina neutra tamponada (Sigma; 

HT5011-1C) al 10%. A continuación se realizó nuevamente un lavado de cada 

pocillo con 500 µL de PBS y por último se adicionaron 500 µL de la solución de 

Oil Red O al 30 % previamente filtrada a través de filtros de 0,45 y 0,20 µm 

(Corning; 431225 y 431224); ésta se dejo actuar sobre las células durante 60 

minutos a temperatura ambiente y tras ese tiempo se retiró el colorante 

mediante cuidadosos lavados con agua desionizada (2/3 lavados, hasta aclarar 

el pocillo). La observación en microscopio invertido de vacuolas lipídicas 

intracelulares teñidas de rojo fue considerada una reacción positiva a la 

coloración con el Oil Red O (Ramírez-Zacarías JL. y col.; 1992). La evaluación 

cuantitativa se confirmó por la expresión de genes específicos de adipocitos 

(Leptina, LPL, PPARγ) usando la Reacción en Cadena de la Polimerasa a 

Tiempo Real (qRT-PCR). 

La diferenciación osteogénica fue realizada con medio DMEM/F12 

(Sigma; D6421) que contenía FBS 0,1 mL/mL (Gibco; 10270-106), 

penicilina/estreptomicina 100 U/mL (Sigma; P0781), L-glutamina 2 mM (Sigma; 

G7513), dexamethasona 1,0 µM (Sigma; D8893), Ácido ascórbico 200 µM; 
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(Sigma; A8960) y β-glicerolfosfato 20 mM (Sigma; 9422). La evaluación 

cualitativa del potencial osteogénico fue realizada por tinción de deposiciones 

de fosfato de calcio (mineralización del cultivo) con una solución de Alizarin red 

al  2,0% con pH 4.1-4.3 (Sigma; A5533). Para ello en primer lugar se lavaron 

los pocillos dos/tres veces con 500 µL de PBS por pocillo; posteriormente las 

células se fijaron durante 20 minutos a temperatura ambiente con 500 µL de 

formalina neutra tamponada (Sigma; HT5011-1C) al 10%. A continuación se 

realizó nuevamente un lavado de cada pocillo con 500 µL de agua desionizada 

y por último se adicionaron 500 µL de la solución de Alizarín Red al 2,0 % con 

pH 4.1-4.3 (gracias al uso de hidróxido de amonio) previamente filtrada a través 

de filtros de 0,45 y 0,20 µm (Corning; 431225 y 431224); ésta se dejo actuar 

sobre las células durante 45 minutos a temperatura ambiente y tras ese tiempo 

se retiró el colorante mediante cuidadosos lavados con agua desionizada (2/3 

lavados, hasta aclarar el pocillo). La observación en microscopio invertido un 

precipitado rojo cristalino fue indicativo de una reacción positiva (Lievremont M. 

y col.; 1982). El estado osteogénico se evaluó de manera cuantitativa midiendo 

el nivel de expresión de genes específicos del linaje osteogénico como son 

fosfatasa alcalina, osteonectina, osteopontina y osteocalcina mediante qRT-

PCR. 

El medio endotelial consistió en medio de crecimiento celular endotelial 

MV2 (Endothelial Cell Growth Medium MV2; PromoCell; C22121) el cual está 

suplementado con FCS 0,05 mL/mL, Factor de crecimiento epidérmico (EGF) 5 

ng/mL, factor de crecimiento fibroblástico (FGF-2) 10 ng/mL, factor de 

crecimiento relativo a la insulina (Long R3 IGF) 20 ng/mL, factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGF 165) 0,5 ng/mL), ácido ascórbico 1 µg/mL) e 
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hidrocortisona 0,2 µg/mL. Tras 8 días de cultivo se evaluó de manera cualitativa 

el estado de diferenciación endotelial mediante inmunomarcaje de CD31 

(eBioscience; 17-0319-71), CD34 (eBioscience; 11-0349-42) y CD309 (Miltenyi; 

130-093-598) y de manera cuantitativa por RT-PCR según el nivel de expresión 

de genes asociados al linaje endotelial como los que codifican para CD31, 

CD34, CD309 y VWF. 

 

EXTRACCIÓN DE ARN: 

El ARN total fue aislado de los cultivos celulares mediante el uso del 

reactivo RNA Stat-60 (RNA Stat-60; Referencia: Cs-111; Amsbio). 

El protocolo utilizado fue el siguiente: 

Nota: El reactivo Stat-60 contiene fenol, por lo que todo el trabajo deberá 

hacerse en la campana extractora. Además se trata de un reactivo fotosensible, 

por lo que es conveniente protegerlo lo máximo posible de la luz. 

1. Coger la correspondiente placa de cultivo del incubador e 

introducirla en la campana. Recoger parte del medio de cultivo de 

los pocillos en eppendorfs de 1,5 mL debidamente rotulados (para 

posibles estudios posteriores de muerte celular) y descartar el 

resto. 

2. Homogenización: 

a. Añadir 1.7 mL del reactivo Stat-60 a cada pocillo de la 

placa de cultivo. Este paso es conveniente realizarlo en 

dos tandas de 850 μL cada una de forma que los pocillos 

estén secos el menos tiempo posible. 
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b. Pipetear varias veces pasando el reactivo por toda la 

superficie del pocillo para despegar la totalidad de células 

que hay pegadas en la placa. 

c. Transferir la mezcla “células/Stat-60” a eppendorfs de 2 

mL limpios debidamente rotulados y mantenerlos en frío. 

3. Extracción: 

a. Vortear brevemente los eppendorfs y almacenarlos 10 

minutos a 4ºC (para permitir la completa rotura celular y 

la disociación de los complejos nucleoprotéicos). 

b. Añadir 200 L de cloroformo por cada mL de Stat-60 

usado en la homogenización (en nuestro caso, añadir 

340 L de cloroformo). 

c. Vortear la muestra con fuerza durante 15 segundos e 

incubar 2-3 minutos a temperatura ambiente. 

d. Centrifugar 15 minutos a 12.000 xg y 4ºC. Durante este 

tiempo se ponen en hielo los tubos que necesitaremos 

para el siguiente paso. 

e. Transferir el sobrenadante acuoso claro resultante de la 

centrifugación (unos 600 L por cada mL de Stat-60 

añadido al principio del procedimiento) a un pre-enfriado 

eppendorfs limpio libre de RNasas. 

4. Precipitación: 

a. Precipitar el ARN con 500 L de isopropanol (2-propanol) 

por cada mL de Stat-60 usado en la homogenización (en 
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nuestro caso, añadir 850 L de isopropanol). Mezclar 

bien por inversión de los tubos. 

b. Dejar precipitando el ARN a temperatura ambiente 

durante 15 minutos o a -20 ºC durante mínimo 30 

minutos (puede ser extendido a conveniencia, como 

mucho, toda la noche, pero no es muy recomendable). 

c. Centrifugar 10 minutos a 12.000 xg y 4ºC para concentrar 

el ARN (a menudo el precipitado de ARN es visible antes 

de la centrifugación) el cual forma un pellet blanco en el 

fondo del eppendorf. 

d. Tras la centrifugación, desechar el sobrenadante con la 

pipeta y con cuidado de no arrastrar el pellet blanco que 

se ha formado. 

5. Lavado. 

a. Añadir 1 mL de etanol al 75% por cada mL de Stat-60 

usado en la homogenización (en nuestro caso, añadir 1,7 

mL de etanol al 75%). 

b. Centrifugar 5 minutos a 12.000 xg y 4ºC. Desechar el 

sobrenadante con la pipeta tras la centrifugación. 

c. Secar al aire los pellets, sin salir de la campana 

extractora, durante unos 5-10 minutos (se sabe cuándo 

están ya secos porque se vuelven totalmente 

transparentes, de ahí que sea conveniente marcar la 

zona del pellet con un rotulador). 
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d. Resuspender el ARN en 30 L de agua libre de 

nucleasas. Introducir los eppendorf rápidamente en hielo. 

El ARN se guarda a -80 ºC tras su cuantificación. Si tras 

ésta se estima oportuno, realizar purificación en 

columnas (RNeasy® Lipid Tissue Mini kit (Cat. Nº 74804, 

QUIAGEN, Valencia, CA). 

 

CUANTIFICACIÓN DE ARN: 

El ARN total fue cuantificado mediante la utilización del 

espectrofotómetro ND-1000 (NanoDrop® ND-1000). Las correspondientes 

concentraciones de ARN fueron determinadas por absorbancia a 260 nm 

(A260) y su pureza fue estimada mediante los valores del ratio A260:A280 (un 

ratio de ~2.0 es generalmente aceptado como puro para ARN; un ratio menor 

puede ser indicativo de la presencia de proteínas, fenoles u otros 

contaminantes que absorben con fuerza, o cercanos, a los 280 nm) y del ratio 

A260/230 (este ratio es usado como una medida secundaria de la pureza de 

los ácidos nucléicos, los valores esperados para éste están dentro del rango 

2.0 - 2.2; si este ratio es apreciablemente menor al esperado, esto puede ser 

indicativo de la presencia de contaminantes que absorben a 230 nm). 

El volumen utilizado para la realización de la cuantificación fue de 2 µL. 

 

RETROTRANSCRIPCIÓN (RT): 

La retrotranscripción se realizó ajustando todas las concentraciones de 

ARN obtenidas a la de menor concentración, la cual se utilizó como referencia. 

La reverso-transcripción fue realizada en un termociclador (2720 Thermal 
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Cycler; Applied Biosystems) usando el kit High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit with RNase Inhibitor, 200 reactions de Applied Biosystems 

(Referencia 4374966). La cantidad de ARN total a usar con este kit es de hasta 

2 μg por cada 20 μL de reacción. 

El protocolo utilizado fue el siguiente: 

1. Preparación de la mezcla de reacción, 2x (para 20 μL de volumen 

final): 

a. Dejar que los componentes del kit se descongelen en 

hielo. Trabajar en frío en todo momento. 

b. Calcular el volumen de reactivos necesario para llevar a 

cabo nuestras reacciones en función de la siguiente 

tabla: 

 

Componente 
Volumen por reacción 

(μL) 

10X RT Buffer 2 

25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 

10X RT Random Primers 2.0 

MultiScribeTM Reverse 

Transcriptase 
1.0 

Rnase Inhibitor 1.0 

H2O libre de nucleasas 3.2 

Total por reacción 10.0 
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Nota: No olvidar incluir en los cálculos un par de reacciones adicionales 

para obtener el exceso de volumen necesario para compensar las pérdidas que 

se producen de éste tras continuos pipeteos. 

 

c. Resuspender todos los reactivos para que se mezclen 

bien y mantener nuestra mezcla de reacción en hielo. 

2. Preparación de las reacciones de RT: 

a. Pipetear 10 μL de la mezcla de reacción 2X en los 

correspondientes eppendorfs de RT debidamente 

rotulados. 

b. Pipetear en cada tubo de RT 10 μL de las diluciones de 

ARN preparadas de nuestras muestras (todas tendrán la 

misma concentración la cual se corresponde con la 

concentración que posea la muestra utilizada como 

referencia). 

c. Mezclar bien por pipeteo. Tener cuidado de no dejar 

burbujas en los tubos de reacción y que todo el volumen 

de la mezcla quede en la parte inferior de éstos. Si es 

posible, dar un spin de centrifugación para asegurarse de 

que toda la mezcla de reacción queda en el fondo del 

tubo. 

d. Mantener los eppendorfs en hielo hasta su introducción 

en el termociclador para comenzar la retrotranscripción. 

3. Programación del termociclador para llevar a cabo la RT (indicar 

que el volumen de reacción es 20 μL): 
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 PASO 1 PASO 2 PASO 3 PASO 4 

Temperatura 25 ºC 37 ºC 85 ºC 4 ºC 

Tiempo 10 min 120 min 50 min Mantenimiento 

 

 

CUANTIFICACIÓN DE ADNc: 

El volumen final que se obtiene de ADNc tras la retrotranscripción es de 

20 µL, siendo en todos los casos la concentración de ADNc resultante la mitad 

de la concentración de ARN de la muestra utilizada como referencia (X ng/µL). 

La pureza de ADNc fue estimada mediante la utilización del espectrofotómetro 

ND-1000 (NanoDrop® ND-1000) gracias a los valores del ratio A260:A280 (un 

ratio de ~1.8 es generalmente aceptado como puro para ADN; un ratio menor 

puede ser indicativo de la presencia de proteínas, fenoles u otros 

contaminantes que absorben con fuerza, o cercanos, a los 280 nm) y del ratio 

A260/230 (este ratio es usado como una medida secundaria de la pureza de 

los ácidos nucléicos, los valores esperados para éste están dentro del rango 

2.0 - 2.2; si este ratio es apreciablemente menor al esperado, esto puede ser 

indicativo de la presencia de contaminantes que absorben a 230 nm). 

El volumen utilizado para la realización de la cuantificación fue de 2 µL. 

 

REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA A TIEMPO REAL (RT-PCR): 

Las amplificaciones para los estudios de comparación de los niveles de 

expresión génica entre los diferentes sujetos de estudio se realizaron utilizando 

placas de reacción de 96 pocillos (MicroAMp® Optical 96-well reaction plate; 
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PE Applied Biosystems) en un equipo de PCR a tiempo real tipo 7500 Fast (ABI 

7500 Fast Real-Time PCR System; Applied Biosystems). 

Las reacciones de PCR cuantitativas se llevaron a cabo para todos los 

genes usando un volumen final de 25 μl consistentes en: 11.25 μl del ADNc 

cuantificado diluido (éstos 11.25 μl deben contener 12.5 ng de ADNc para que 

así la concentración final de éste sea de 0.5 ng/ μl -lo recomendado por la casa 

comercial-)  y 13.75 μl de mezcla de reacción (compuesta por 12.5 μl de 

Universal PCR Master Mix - 4364341; Applied Biosystems - y 1.25 μl de la 

correspondiente sonda de expresión génica específica -TaqMan® Gene 

Expression Assays; Applied Biosystems-). 

Sondas utilizadas: 

- SREBP1: Hs00967385_g1 

- PPARγ: Hs01115510_m1 

- FABP-4: Hs01086177_m1 

- LPL: Hs00173425_m1 

- FASN: Hs00188012_m1 

- ADRP: Hs00765634_m1 

- CEBPα: Hs00269972_s1 

- ALPL: Hs01029144_m1 

- SPARC: Hs00234160_m1 

- SPP1: Hs00959010_m1 

- VWF: Hs01109446_m1 

- CD34: Hs00990732_m1 

- CD31: Hs00169777_m1 

- CD309/KDR: Hs00911700_m1 
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Todas las medidas se realizaron por duplicado. Durante los ciclos de 

amplificación el valor Ct para cada producto de amplificación fue determinado 

usando un valor umbral de 0.1. Las señales específicas fueron normalizadas 

según la expresión constitutiva del gen de la ciclofilina (Cyc: 4326316E) o de la 

gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH: 4326317E), usando la 

fórmula 2-∆Ct. 

El protocolo utilizado fue el mismo que el descrito en el apartado de 

materiales y métodos correspondientes al estudio 1. 

 

 

FORMACIÓN DE TÚBULOS POR CÉLULAS ENDOTELIALES 

PROCEDENTES DE LA VENA SAFENA HUMANA (HSaVEC) EN MEDIO 

CONDICIONADO GENERADO POR CULTIVO DE CÉLULAS 

PROCEDENTES DE LA SVF DERIVADAS DE TAT Y TAS: 

A. Obtención del medio de cultivo condicionado. Células procedentes 

de la SVF del TAT y TAS en pase dos/tres fueron resuspendidas en medio de 

expansión (DMEM/F12 -Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture 

F-12 Ham; Sigma; D6421- suplementado con suero fetal bovino -Fetal Bovine 

Serum; Gibco; 10270-106- al 10%, 100 μg/mL de penicilina/estreptomicina -

Sigma; P0781 y 2mM de L-glutamina -Sigma; G7513-) y sembradas en placas 

de 6 pocillos a una densidad de 15x103 células/cm2. Se mantuvieron en 

condiciones estándar de cultivo (37°C, 5% CO2, atmósfera húmeda) durante 

7/10 días. Posteriormente se sustituyó el medio por Medio Basal de Células 

Endoteliales (Endothelial Cell Basal Medium MV; PromoCell; C-22220) 

suplementado con FCS al 5% (PromoCell; C-37350) y se incubó durante 72 
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horas bajo condiciones de hipoxia (1% de O2). Transcurrido el tiempo se 

recolectó el medio condicionado procedente del cultivo de las respectivas 

células y se centrifugó a 300 xg durante 5 minutos para posteriormente 

alicuotar el sobrenadante en alícuotas de 450 µL a -80ºC hasta su uso. 

B. Formación de túbulos. Placas de 96 pocillos mantenidas a 4ªC 

fueron recubiertas con 25 µL de matrigel reducido en factores de crecimiento 

(Growth Factor Reduced Matrigel; BD; 356231) e incubadas durante 30 

minutos a 37ªC. Tras este tiempo, se añadieron a cada pocillo 90 µL del medio 

de cultivo previamente generado y 25x103 HSaVEC (PromoCell; C-12231) 

resuspendidas en 10 µL de Medio Basal de Células Endoteliales (Endothelial 

Cell Basal Medium MV; PromoCell; C-22220). Las células se incubaron bajo 

condiciones estándar de cultivo (37°C, 5% CO2, atmósfera húmeda) durante 24 

horas. Una vez transcurridas, se procedió a examinar los túbulos endoteliales 

usando microscopio fluorescente de contaste de fases (Nikon, Japón) con 

objetivo 4X, seleccionando aleatoriamente, y fotografiando, cuatro campos por 

duplicado para cada condición experimental probada. Posteriormente se 

cuantificaron las estructuras tubulares con ayuda del procesador de imágenes 

NIS Elements Nikon, considerando como túbulos aquellas estructuras cuya 

longitud superara cuatro veces el ancho. 

 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: 

Los resultados se expresaron como la media ± error estándar medio 

(SEM). Todos los parámetros clínicos están resumidos por parámetros 

estadísticos. Las relaciones entre ambos tipos de tejidos (TAT y TAS) y ambos 
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grupos de pacientes (sujetos mediana y tercera edad) fueron analizados 

usando un test U de Mann-Whitney. La relación entre los pocillos control y los 

sometidos a diferenciación adipogénica y osteogénica se analizó mediante una 

prueba de rangos con signo de Wilcoxon Los análisis de correlación fueron 

realizados con un test de correlación de Spearman’s (r). En todos los casos, el 

niveles de rechazo para la hipótesis nula fue α=0.05 para ambos 

extremos/colas. El análisis estadístico fue llevado a cabo con el programa 

SPSS (Versión 15.0 para Windows; SPSS, Chicago, IL). 
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CONSENTIMIENTO INFORMADO – INFORMACIÓN AL PACIENTE 

 

Antes de proceder a la firma de este consentimiento informado, lea 

atentamente la información que a continuación se le facilita y realice las 

preguntas que considere oportunas. 

 

Naturaleza: Quisiéramos solicitar la colaboración y participación del paciente 

diagnosticado con Cardiopatía isquémica reclutando por la Cirugía 

Cardiovascular del hospital Carlos Haya, en un proyecto cuyo título es: “LAS 

CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES DE GRASA TÍMICA HUMANA COMO 

MEJOR FUENTE DE  ANGIOGENESIS Y REGENERACIÓN DE TEJIDOS 

ISQUÉMICOS EN PERSONAS DE TERCERA EDAD”. La participación es 

estrictamente VOLUNTARIA. Los participantes pueden retirar su participación 

en cualquier momento y su tratamiento no se verá afectado por su decisión de 

participar o no en el proyecto. A los pacientes que acepten participar, se les 

informará por escrito de la naturaleza  de la investigación y del uso que se a 

hacer de la información que se obtenga garantizándole la confidencialidad de 

los datos ya que se les entrevistará para tomar datos sobre su enfermedad y se 

les extraerá antes de la operación  sangre periférica para los  estudios 

bioquímicos y fenotipación de estos pacientes. Durante la intervención 

quirúrgica se extraerá la grasa tímica que será utilizada en la investigación. 

 

Importancia: Al paciente se le informará de la importancia de tener sus propias 

células madre mesenquimales extraídas de su grasa tímica en la mejoría de su 

estado de salud. 

 

Implicaciones para el donante/paciente:  

• La donación/participación es totalmente voluntaria. 

• El donante/paciente puede retirarse del estudio cuando así lo manifieste, sin 

dar explicaciones y sin que esto repercuta en sus cuidados médicos. 

• Todos los datos carácter personal, obtenidos en este estudio son 

confidenciales y se tratarán conforme a la Ley Orgánica de Protección de 

Datos de Carácter Personal 15/99. 
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• La donación/información obtenida se utilizará exclusivamente para los fines 

específicos de este estudio. 

 

Riesgos de la investigación para el donante/paciente: Los riesgos de la 

extracción de una parte de la grasa tímica son casi inexistentes, ya que el 

cirujano por la naturaleza de la intervención suele cortar una parte de esta 

grasa para poder acceder a la zona que requiere el bypass. Los riesgos de la 

extracción de sangre son mínimos, aunque pueden aparecer leves molestias 

en la zona del pinchazo, como dolor o sangrado. El estudio se adaptará al 

procedimiento quirúrgico habitual realizado en este hospital. 

 

Aspectos éticos  y confidencialidad 

Todos los datos recogidos en este proyecto serán registrados de forma 

anónima, siguiendo estrictamente las leyes y normas de protección de datos en 

vigor (Ley 41/2002 de 14 de noviembre; Ley 15/1999 de 15 de diciembre). 

Con el fin de proteger la confidencialidad de la información personal  de 

los participantes se han tomado las siguientes medidas: 

1- Todos los datos que puedan identificar al participante se mantendrán 

separados del resto de la información clínica. 

2- Cada caso del estudio contará con un número de identificación que será 

el que figure en las bases de datos. 

3- El análisis de la información se hará siempre de forma agregada y nunca 

individual. 

4- Todos los investigadores implicados en el proyecto se comprometen a 

cumplir las normas necesarias para preservar la confidencialidad de la 

información facilitada por los participantes. 

5- Todas las bases de datos del proyecto estarán protegidas 

electrónicamente con códigos que limiten el acceso únicamente a los 

investigadores del proyecto. 

 

Si requiere información adicional se puede poner en contacto con 

nuestro personal de Investigación del laboratorio de investigación biomédica en 

el teléfono: 951032647/648 o en el correo electrónico: elbekay@gmail.com 

mailto:elbekay@gmail.com
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CONSENTIMIENTO INFORMADO 

CONSENTIMIENTO POR ESCRITO DEL PACIENTE 

 

 

LAS CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES DE GRASA TÍMICA HUMANA 

COMO MEJOR FUENTE DE ANGIOGENESIS Y REGENERACIÓN DE 

TEJIDOS ISQUÉMICOS EN PERSONAS DE TERCERA EDAD 

 

 

Yo (Nombre y Apellidos): 

 

............................................................................................................................... 

 

• He leído el documento informativo que acompaña a este consentimiento  

(Información al Paciente) 

 

He podido hacer preguntas sobre el estudio de “LAS CÉLULAS MADRE 

MESENQUIMALES DE GRASA TÍMICA HUMANA COMO MEJOR FUENTE 

DE ANGIOGENESIS Y REGENERACIÓN DE TEJIDOS ISQUÉMICOS EN 

PERSONAS DE TERCERA EDAD” 

 

He recibido suficiente información sobre el estudio de las células madre 

mesenquimales de grasa tímica humana como mejor fuente de angiogénesis y 

regeneración de tejidos isquémicos en personas de tercera edad 

 

• He hablado con el profesional sanitario informador 

 

………………………………….………………………………………………………… 

  

• Comprendo que mi participación es voluntaria y soy libre de participar o no 

en el estudio. 
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• Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio serán 

confidenciales y se tratarán conforme establece la Ley Orgánica de 

Protección de Datos de Carácter Personal 15/99. 

 

• Se me ha informado de que la donación/información obtenida sólo se 

utilizará para los fines específicos del estudio. 

 

• Deseo ser informado/a de mis datos genéticos y otros de carácter personal 

que se obtengan en el curso de la investigación, incluidos los 

descubrimientos inesperados que se puedan producir, siempre que esta 

información sea necesaria para evitar un grave perjuicio para mi salud o la 

de mis familiares biológicos. 

Si  No 

Comprendo que puedo retirarme del estudio: 

• Cuando quiera 

• Sin tener que dar explicaciones 

• Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos 

 

Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto titulado 

LAS CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES DE GRASA TÍMICA HUMANA 

COMO MEJOR FUENTE DE ANGIOGENESIS Y REGENERACIÓN DE 

TEJIDOS ISQUÉMICOS EN PERSONAS DE TERCERA EDAD. 

 

 

 

 

 

Firma del paciente    Firma del profesional sanitario 

(o representante legal en su caso) informador 

 

Nombre y apellidos:……………….. Nombre y apellidos:……………….. 

 

Fecha:..……………………………… Fecha:..……………………………… 
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Estudio 1: Análisis y comparación de los niveles de expresión de parámetros 

endoteliales, angiogénicos y adipogénicos en TAT y TAS en relación con el 

incremento de la edad. 

 

Variables clínicas y biológicas de ambos grupos de pacientes (mediana 

edad - 45/65 años - y tercera edad - ≥70 años -). 

 La Tabla 1 muestra que no existen diferencias significativas en las 

variables clínicas y biológicas entre los dos grupos de pacientes estudiados. 

 

 
Mediana edad 

(n=18) 

Tercera edad 

(n=17) 
P 

Edad (años) 45-65 ≥70  

Glucosa (mg/dL) 131.40 ± 16.94 123.71 ± 19.80 NS 

Triglicéridos (mg/dL) 132.50 ± 16.30 121.29 ± 17.54 NS 

Colesterol (mg/dL) 119.90 ± 13.92 146.33 ± 9.01 NS 

HDL-c (mg/dL) 26.10 ± 1.62 32.67 ± 2.43 NS 

LDL-c (mg/dL) 79.20 ±9.91 95.00 ± 5.54 NS 

Ácido Úrico (mg/dL) 4.85 ± 0.291 5.46 ± 0.393 NS 

Creatinina (mg/dL) 0.82 ± 0.061 1.00 ± 0.098 NS 

Hb1Ac (%) 6.79 ±0.64 6.27 ± 0.35 NS 

IMC (kg/m2) 29.06 ± 3.27 31.52 ± 5.97 NS 

 

 

 

Tabla 1. Variables clínicas y biológicas de los pacientes. Los valores se presentan como la 

media ± error estándar. La relación entre ambos grupos de pacientes se analizó mediante test U 

de Mann-Whitney. HDL-c, colesterol HDL; LDL-c, colesterol LDL; Hb1Ac, hemoglobina 

glicosilada; IMC, índice de masa corporal. NS, No Significativo. 
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Comparación de los niveles de expresión génica y proteica de VEGF-A, 

VEGF-B, VEGF-C y VEGF-D de tejido adiposo tímico y subcutáneo entre 

pacientes adultos de mediana y tercera edad con cardiomiopatía 

isquémica. 

 

 

Los análisis de PCR cuantitativa mostraron que la expresión génica de 

VEGF-A en TAT estuvo incrementada de manera significativa en pacientes de 

tercera edad comparados con el grupo de mediana edad. En contraste, la 

expresión génica de VEGF-A en TAS estuvo significativamente disminuida en 

pacientes de tercera edad comparados con los de mediana edad (Figura 1A). 

También, la expresión génica de VEGF-B en TAT incrementó (no 

significativamente) en pacientes de tercera edad comparados con los de 

mediana edad, mientras que en TAS esta expresión estuvo significativamente 

disminuida en pacientes de tercera edad (Figura 1B). VEGF-C y VEGF-D, los 

cuales mostraron similares niveles de expresión en ambos tejidos en el grupo 

de mediana edad, estuvieron significativamente incrementados en TAT de 

pacientes de tercera edad, mientras que en TAS los niveles de estas dos 

isoformas fueron similares en ambos grupos (Figura 1C y D). 
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Figura 1. Expresión génica del ARNm de las isoformas del VEGF de TAT y TAS de 

sujetos de mediana y tercera edad con cardiomiopatía isquémica. El análisis de la 

expresión del ARNm de VEGF-A (A), VEGF-B (B), VEGF-C (C) y VEGF-D (D) fue realizado en 

el TAT y TAS de los dos grupos de sujetos con cardiomiopatía estudiados (mediana edad, 45-

65 años, n=18 y tercera edad, >70 años, n=17). Los niveles de ARNm fueron normalizados con 

los valores de la ciclofilina. Los resultados se obtuvieron por triplicado y expresados como 

media ± error estándar. La relación entre ambos grupos de pacientes se analizó mediante test 

U de Mann-Whitney. *p<0.05. 
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La expresión proteica de las isoformas VEGF fue también analizada en 

el TAT y TAS de pacientes de mediana y tercera edad. La Figura 2 muestra 

evidencias de la presencia de síntesis proteica de las cuatro isoformas VEGF 

en los dos tejidos adiposos de todos los sujetos. El análisis proteico confirmó 

los resultados obtenidos por PCR a tiempo real, mostrando claramente el 

incremento de las isoformas VEGF en el TAT de los sujetos de tercera edad 

comparados con los de mediana edad. Mientras que en TAS, los niveles 

proteicos de estas isoformas se mantuvieron similares, e incluso disminuyeron, 

en pacientes de tercera edad comparados con los de mediana edad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Análisis de Immunoblotting de las isoformas del VEGF de TAT y TAS de 

sujetos de mediana y tercera edad con cardiomiopatía isquémica. La marca resultante de 

cada isoforma fue comparada con la marca de la proteína constitutiva β-Actina. El análisis de 

densidad fue llevado a cabo mediante normalización de las muestras con la  β-Actina utilizando 

el programa NIH’s Image-J. La marca es la representación de tres experimentos 

independientes con muestras diferentes, *p<0.05. 

 

 
 
de la expresión del ARNm de VEGF-A (A), VEGF-B (B), VEGF-C (C) y VEGF-D (D) fue 
realizado en el TAT y TAS de los dos grupos de sujetos con cardiomiopatía estudiados 
(mediana edad, 45-65 años, n=18 y ancianos, >70 años, n=17). Los niveles de ARNm fueron 
normalizados con los valores de la ciclofilina. Los resultados se obtuvieron por triplicado y 
expresados como media ± error estándar. La relación entre ambos grupos de pacientes se 
analizó mediante test U de Mann-Whitney. *p<0.05. 
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Comparación de los niveles de expresión génica y proteica de los 

marcadores endoteliales de tejido adiposo tímico y subcutáneo entre 

pacientes adultos de mediana y tercera edad con cardiomiopatía 

isquémica. 

Todos los miembros de la familia VEGF estimulan la respuesta celular 

por unión a receptores con actividad tirosina kinasa (VEGFRs) en la superficie 

celular. VEGF-R1 (Flt-1), VEGF-R2 (Flk-1/KDR), y VEGF-R3 (Flt-4) son 

conocidos por mediar la vasculogénesis (receptores 1 y 2) y la 

linfoangiogénesis (receptor 3). La figura 3 A, B y D muestra que VEGF-R1 y 

VEGF-R2 están altamente expresados en TAT en comparación con TAS. 

Además, los niveles de expresión de VEGF-R1 y VEGF-R2 en TAT fueron 

mayores en los pacientes de tercera edad comparados con los de mediana 

edad. En contraste, en TAS, los niveles de expresión de estos dos marcadores 

endoteliales no mostraron ninguna diferencia significativa entre los sujetos de 

tercera y mediana edad. Los niveles de expresión de VEGF-R3 fueron similares 

en el TAT de ambos grupos de pacientes, mientras que en TAS, el nivel de 

expresión génica de este receptor estuvo significativamente disminuido en 

pacientes de tercera edad comparados con los de mediana edad (Figura 3C), a 

pesar de que no se observaron diferencias significativas en la expresión 

proteica ni entre los diferentes grupos de pacientes ni entre ambos tejidos 

adiposos (Figura 3D). 
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Figura 3. Expresión génica del ARNm y expresión proteica de los marcadores 

endoteliales de TAT y TAS de sujetos de mediana y tercera edad con cardiomiopatía 

isquémica. A-C; El análisis de la expresión del ARNm de los receptores de los factores 

endoteliales de crecimiento vascular fue realizado en el TAT y TAS de los dos grupos de 

sujetos con cardiomiopatía estudiados (mediana edad, 45-65 años, n=18 y tercera edad, >70 

años, n=17). Los niveles de ARNm fueron normalizados con los valores de la ciclofilina. Los 

resultados se obtuvieron por triplicado y expresados como media ± error estándar. La relación 

entre ambos grupos de pacientes se analizó mediante test U de Mann-Whitney. *p<0.05. D; 

Análisis de Immunoblotting de VEGF-R1, VEGF-R2 y VEGF-R3. La marca resultante de cada 

isoforma fue comparada con la marca de la proteína constitutiva β-Actina. El análisis de 

densidad fue llevado a cabo mediante normalización de las muestras con la  β-Actina utilizando 

el programa NIH’s Image-J. La marca es la representación de tres experimentos 

independientes con muestras diferentes, *p<0.05. 
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           Se conoce bien que las interacciones adhesivas que se dan entre las 

células y la matriz extracelular tienen lugar para permitir la migración celular 

endotelial durante la angiogénesis. Estas interacciones están mediadas por 

integrinas las cuales unen ligandos en la matriz extracelular promoviendo la 

movilidad y proliferación celular endotelial. Por ello se ha medido qué aumento 

de la expresión génica de los factores angiogénicos se encontró acompañado 

por un incremento en la expresión de genes codificantes para marcadores de 

células progenitoras endoteliales controladoras de la diferenciación endotelial. 

La Figura 4 muestra que los niveles de expresión de CD90/Thy-1, 

CD31/PCAM-1 y CD29 de TAT se encontraron significativamente 

incrementados en pacientes de tercera edad comparados con los pacientes de 

mediana edad, mientras que estos niveles estuvieron disminuidos en el TAS de 

estos individuos comparados con los pacientes de mediana edad (Figuras 4 A-

C). La cadena 1α de la integrina VLA1/CD49a, conocida por combinar con la 

subunidad 1β de CD29 para formar un receptor para colágeno y laminina, se 

observó altamente expresada en el TAT de ambos grupos de edad, mostrando 

similares niveles tanto en pacientes de tercera edad como en los de mediana 

edad. Los niveles de esta integrina fueron mucho menores en el TAS en 

comparación con el TAT, y dichos valores se vieron aún más disminuidos en 

los pacientes de tercera edad en comparación con los de mediana edad (Figura 

4D). 
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Para analizar si estas diferencias de expresión génica observadas se 

mantenían en la expresión proteica, se analizó la expresión de los marcadores 

endoteliales de superficie en la fracción estromal de ambos tejidos adiposos 

mediante citometría de flujo. 

 

Figura 4. Expresión génica del ARNm de los marcadores integrinas de TAT y TAS de 

sujetos de mediana y tercera edad con cardiomiopatía isquémica. A-D; El análisis de la 

expresión del ARNm de los marcadores integrinas (Thy1/CD90, CD31/PCAM, CD29 y 

VLA1/CD49a) fue realizado en el TAT y TAS de los dos grupos de sujetos con cardiomiopatía 

estudiados (mediana edad, 45-65 años, n=18 y tercera edad, >70 años, n=17). Los niveles de 

ARNm fueron normalizados con los valores de la ciclofilina. Los resultados se obtuvieron por 

triplicado y expresados como media ± error estándar. La relación entre ambos grupos de 

pacientes se analizó mediante test U de Mann-Whitney. *p<0.05. 
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La tabla 2 muestra que la expresión de los marcadores de superficie 

Thy1/CD90, CD29 y CD49a/VLa1 estuvo incrementada en el TAT de los 

pacientes de tercera edad en comparación con los de mediana edad, mientras 

que en el TAS la expresión de estos marcadores de superficie disminuyó en el 

grupo de sujetos de tercera edad comparados con los de mediana edad. Las 

diferencias observadas en Thy1/CD90 y CD49a/VLA1 en el TAT fueron 

significativas, mientras que las diferencias observadas en la expresión de CD29 

no lo fueron. 

 

 

 TAT TAS 

 
Mediana Edad 

(n=6) 

Tercera Edad 

(n=6) 

Mediana Edad 

(n=6) 

Tercera Edad 

(n=6) 

Thy1/CD90 90.95± 2.31 97.78±3.35* 95.25 ± 9.41 83.95±  7.41* 

CD29 96.31± 2.56 98.15±6.91 97.17± 6.43 85.35± 13.65* 

CD49a/VLA1 48.02± 5.21 53.95± 1.49* 26.02±  1.85 21.85±   2.95 

 

 

 

 

 

Tabla 2. Análisis de citometría de flujo para cuantificar la expresión de los marcadores 

endoteliales de superficie celular Thy1/CD90, CD29 y CD49a/VLA1 en la fracción vascular 

estromal de ambos tejidos adiposos, tímico y subcutáneo, de sujetos de mediana y tercera 

edad con cardiomiopatía isquémica. Las células de la fracción vascular estromal fueron 

preparadas para citometría de flujo como se ha descrito en el apartado de Materiales y Métodos. 

Los datos representan el porcentaje de células procedentes de la fracción vascular estromal del 

TAS y del TAT teñidas para los marcadores de superficie celular. Los valores presentados en la 

tabla expresan la media  ± error estándar de tres experimentos independientes. La relación entre 

ambos grupos de pacientes se analizó mediante test U de Mann-Whitney. *p<0.05. 
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Comparación de los niveles de expresión génica y proteica de 

marcadores adipogénicos (PPARγ2, ADRP y FABP4) de tejido adiposo 

tímico y subcutáneo entre pacientes adultos de mediana y tercera edad 

con cardiomiopatía isquémica. 

 Los análisis de PCR cuantitativa mostraron que los niveles de expresión 

de PPARγ2, ADRP y FABP4 se encontraban significativamente incrementados 

en el TAT de pacientes de tercera edad en comparación con los niveles 

observados en el TAT de los de mediana edad, mientras que en el TAS estos 

niveles se mantuvieron o estuvieron ligeramente disminuidos (Figura 5 A-C). El 

análisis de Western Blotting mostró que los niveles proteicos de PPARγ2 y 

ADRP también estaban elevados en el TAS de sujetos de mediana edad en 

comparación con los del TAT; estos niveles se encontraron disminuidos de 

manera significativa en el TAS de los pacientes de tercera edad comparados 

con los de mediana edad, mientras que en TAT los niveles de estos dos 

marcadores adipogénicos estuvieron incrementados en los sujetos de tercera 

edad. Los niveles de proteínas de FABP4 fueron mayores en el TAS que en 

TAT en los pacientes de mediana edad, pero en los sujetos de tercera edad 

estos niveles estuvieron significativamente incrementados en el TAT 

alcanzando los niveles detectados en el TAS, donde los niveles de proteínas de 

estos marcadores adipogénicos se mantuvieron en niveles similares tanto en 

pacientes de mediana edad como en los de tercera edad (Figura 5D). 

 



                                                                                                                                     Resultados 
 

~ 128 ~ 

 

 

Figura 5. Expresión génica del ARNm y expresión proteica de los marcadores adipogénicos 

PPARγ, ADRP y FABP4 de TAT y TAS de sujetos de mediana y tercera edad con 

cardiomiopatía isquémica. A-C; El análisis de la expresión del ARNm de PPARγ, ADRP y FABP4 

fue realizado en el TAT y TAS de los dos grupos de sujetos con cardiomiopatía estudiados (mediana 

edad, 45-65 años, n=18 y tercera edad, >70 años, n=17). Los niveles de ARNm fueron normalizados 

con los valores de la ciclofilina. Los resultados se obtuvieron por triplicado y expresados como media 

± error estándar. La relación entre ambos grupos de pacientes se analizó mediante test U de Mann-

Whitney. *p<0.05. D; Análisis de Immunoblotting de PPARγ, ADRP y FABP4. La marca resultante de 

cada isoforma fue comparada con la marca de la proteína constitutiva β-Actina. El análisis de 

densidad fue llevado a cabo mediante normalización de las muestras con la  β-Actina utilizando el 

programa NIH’s Image-J. La marca es la representación de tres experimentos independientes con 

muestras diferentes, *p<0.05. 
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Análisis de correlación. 

 El análisis de correlación de la edad de los pacientes con cardiomiopatía 

isquémica y la expresión génica de los marcadores angiogénicos en el TAT 

mostró una fuerte, positiva y significativa correlación entre estos parámetros, 

especialmente CD31, VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-R1, VEGF-R2, y 

VEGF-R3 los cuales correlacionaron altamente con la edad (Tabla 3). 

 

 Edad (r) 

CD31 0.446** 

VEGF-A 0.469** 

VEGF-C 0.339* 

VEGF-D 0.397* 

VEGF-R1 0.504** 

VEGF-R2 0.463** 

 

 

 

 

Posteriormente se utilizó un análisis de correlaciones parciales para 

determinar la fortaleza de la asociación entre los niveles de expresión génica 

de estos marcadores angiogénicos en el TAT y la edad, tras controlar otras 

covariantes clínicas entre las que se incluyeron glucosa, IMC, triglicéridos, y 

colesterol (Tabla 4). 

Tabla 3. Análisis de correlación entre la expresión de los marcadores angiogénicos 

y la edad en el TAT de pacientes con cardiomiopatía isquémica. Las correlaciones 

fueron determinadas mediante test de correlación de Spearman. *p<0.05; **p<0.01. 
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El análisis de correlación parcial mostró que los niveles de expresión de 

CD31, VEGF-R1, VEGF-R2, VEGF-A, y VEGF-C estaban correlacionados de 

manera independiente con la edad, indicando que esta asociación significativa 

no estaba mediada por la glucosa, el IMC, los triglicéridos o el colesterol. Sin 

embargo, las correlaciones de VEGF-R3 y VEGF-D con la edad se eliminaron 

cuando la glucosa, el IMC, los triglicéridos y el colesterol fueron controlados. 

 

 

 

Covarientes 

confundentes 
Glucosa Triglicéridos IMC Colesterol 

 Edad (r) Edad (r) Edad (r) Edad (r) 

CD31 0.647* 0.672* 0.448** 0.639** 

VEGF-R1 0.727*** 0.588** 0.529*** 0.607* 

VEGF-R2 0.678*** 0.526** 0.482** 0.522** 

VEGF-A 0.698** 0.529* 0.512** 0.525** 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 4. Correlaciones parciales entre la expresión de los marcadores angiogénicos y 

la edad en el TAT de pacientes con cardiomiopatía isquémica controlando variables 

como glucosa, triglicéridos, IMC y colesterol. *p<0.05; **p<0.01; ***p≤0.005. 
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Además, cuando analizamos la correlación entre los marcadores 

adipogénicos (PPARγ2, FABP-4, y ADRP) y los marcadores angiogénicos 

(VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-R1, VEGF-R2, and VEGF-R3) en 

el TAT, observamos una fuerte correlación positiva entre estos parámetros 

(Tabla 5), mientras que en el tejido adiposo subcutáneo estas correlaciones 

fueron negativas (datos no mostrados). 

 

 

(r) VEGF-R1 VEGF-R2 VEGF-R3 PPARɣ2 ADRP FABP4 CD31 

VEGF-A 0.955** 0.979**  0.456** 0.653** 0.744** 0.393* 

VEGF-B    0.392* 0.306* 0.395*  

VEGF-C  0.320*  0.385* 0.389* 0.364* 0.371* 

VEGF-D 0.461**  0.522** 0.338* 0.574*** 0.565**  

VEGF-R1    0.386*   0.459** 

VEGF-R2    0.417*  0.282*  

VEGF-R3       0.419* 

PPARɣ2 0.386* 0.417*      

FABP4       0.327* 

ADRP       0.380* 

 

 

 

 

 

Tabla 5. Análisis de correlación entre la expresión de los marcadores angiogénicos 

y los adipogénicos en el TAT de pacientes con cardiomiopatía isquémica. Las 

correlaciones fueron determinadas mediante test de correlación de Spearman. *p<0.05; 

**p<0.01; ***p≤0.005. 
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Ensayo in vivo en membrana corioalantoidea de codorniz (chrioallantoic 

membrane – CAM). 

 El ensayo CAM se utiliza frecuentemente para determinar la capacidad 

que poseen ciertos compuesto para inhibir/estimular la angiogénesis in vivo. En 

los controles los vasos sanguíneos forman una densa red ramificada orientada 

espacialmente que se compone de estructuras vasculares de diámetro variable, 

progresivamente más pequeño desde la rama central (Martínez-Poveda B. y 

col.; 2008). Los fragmentos de tejido adiposo implantados sobre la CAM de 

embriones de codorniz indujeron una fuerte respuesta angiogénica provocando 

la formación de una red vascular circundante a la zona de inserción de la 

grasa. En la figura 6 se aprecian las células vasculares en color verde 

alrededor de los adipocitos tras la estimulación angiogénica que se produce por 

inserción del tejido adiposo, bien de Timo (Figura 6A, B y C) o bien Subcutáneo 

(Figura 6D, E y F). La señal detectada ante la presencia de un fragmento de 

tejido adiposo de timo fue más fuerte que la encontrada ante uno de tejido 

adiposo subcutáneo, no apreciándose diferencias llamativas en cuanto a la 

estimulación provocada por fragmentos pertenecientes al mismo tipo de tejido 

adiposo pero procedentes de sujetos de diferente edad (A y D: tejido de 

paciente del grupo de tercera edad; B, C, E y F: tejidos de dos pacientes del 

grupo de mediana edad). Signos de inflamación derivados de la manipulación 

de la CAM, tales como un blanqueamiento de la misma, no se observaron en 

nuestros ensayos. 
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Figura 6. Efecto de la implantación de fragmentos de tejido adiposo sobre la CAM de huevos 

de codorniz. Las células vasculares aparecen en verde como resultado de una respuesta positiva a 

incubación con el anticuerpo QH1. Los núcleos celulares se aprecian de color azul. La CAM se incubó 

durante 48 horas en presencia de un fragmento de 2x2mm de tejido adiposo de timo (A, B, C) o de 

tejido adiposo subcutáneo (D, E, F) procedentes de sujetos de mediana (B, C, E y F) y tercera (A y D) 

edad con cardiomiopatía isquémica. 
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Estudio 2: Caracterización de células mesenquimales procedentes de TAT y 

TAS en relación con el incremento de la edad 

 

Variables clínicas y biológicas de ambos grupos de pacientes (mediana 

edad - 45/65 años - y tercera edad - ≥70 años -). 

 La Tabla 6 muestra que no existen diferencias significativas en las 

variables clínicas y biológicas entre los dos grupos de pacientes estudiados. 

 

 
Mediana Edad 

(n=8) 

Tercera Edad 

(n=18) 
P 

Edad (años) 45.65 ≥70  

Triglicéridos (mg/dL) 149.00 ± 20.67 129.0 ± 20.72 NS 

Colesterol (mg/dL) 180.50 ± 12.92 183.92 ± 8.48 NS 

HDL-c (mg/dL) 50.63 ± 8.86 49.08 ± 3.34 NS 

LDL-c (mg/dL) 101.58 ± 10.86 109.03 ± 6.28 NS 

Creatinina (mg/dL) 1.085 ± 0.14 1.36 ± 0.36 NS 

Hb (%) 13.33 ± 0.67 12.31 ± 0.42 NS 

Hematocrito (%) 40.53 ± 1.87 37.97 ± 1.35 NS 

IMC (kg/m2) 30.59 ± 1.19 28.08 ± 0.88 NS 

 

 

 

Tabla 6. Variables clínicas y biológicas de los pacientes. Los valores se presentan como la 

media ± error estándar. La relación entre ambos grupos de pacientes se analizó mediante test U 

de Mann-Whitney. HDL-c, colesterol HDL; LDL-c, colesterol LDL; Hb, hemoglobina; IMC, índice 

de masa corporal. NS, No Significativo. 
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Ensayo de proliferación celular (curva de crecimiento celular) de células 

mesenquimales procedentes de la SVF de TAT y TAS. 

Para el análisis de la proliferación de las células mesenquimales 

procedentes de la SVF de TAT y TAS se utilizó el método de conteo celular con 

cámara de Neubauer, tal y como se ha descrito en el apartado de materiales y 

métodos. Las curvas de crecimiento celular obtenidas con este método 

mostraron diferencias significativas para ambos tejidos respecto al número de 

células totales observadas en cada día de seguimiento, sin embargo, muestran 

similar patrón de crecimiento (Figura 7). Dichas curvas de crecimiento 

mostraron que en el día 1 del cultivo, cuando aún están las células en fase de 

latencia (lag), las células aumentan su número celular en una pequeña 

proporción, lo cual es debido a que esta fase se considera una fase de 

adaptación a las condiciones del cultivo. A partir del día 5 de cultivo se observa 

un patrón de crecimiento continuo, lo cual puede corresponderse con la fase de 

crecimiento exponencial (log) o de rápido crecimiento celular. Esta tendencia se 

mantiene hasta el último día de conteo celular con la existencia de dos picos 

muy acentuados en los días 15 y 23. Previo al pico celular del día 23 se 

observa una bajada del número de células del cultivo. Este descenso celular 

del día 21 se recupera de manera rápida alcanzando y superando en los dos 

días siguientes los niveles celulares. No parece apreciarse que, en los días 

utilizados para el conteo, las células entren en fase de senescencia y muerte, 

donde se hubiera observado un descenso o, al menos mantenimiento, del 

número de células existentes en el cultivo. 
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El tiempo necesario para que la población celular procedente de la SVF 

de los tejidos adiposos de timo y subcutáneo cultivadas en pase tres duplicara 

su número de células se muestra en la tabla 7, no existiendo diferencias 

significativas entre ambos tiempos de doblaje poblacional (PDs). 

 

   PDs (horas) P 

TAT 103.13 ± 8.24 NS 

TAS 88.86 ± 6.89 NS 

 

 

 

Figura 7. Curvas de proliferación celular de las células mesenquimales procedentes de la 

fracción del estroma vascular de ambos tejidos adiposos, tímico y subcutáneo, de sujetos 

con cardiomiopatía isquémica. Los valores presentados en la tabla expresan la media de los 

valores de conteo obtenidos de 5 pacientes diferentes realizados por triplicado ± error estándar. 

La relación entre ambos tejidos adiposos se analizó mediante test U de Mann-Whitney. *p<0.05; 

**p<0.01. 

 

Tabla 7. Tiempo de doblaje poblacional de las células procedentes de la SVF del TAT y 

TAS sujetos con cardiomiopatía isquémica. Los valores se presentan como la media ± error 

estándar. La relación entre ambos tipos de tejido se analizó mediante test U de Mann-Whitney. 

NS, No Significativo. 

 



                                                                                                                                     Resultados 
 

~ 137 ~ 

 

Ensayo de Unidades Formadoras de Colonias Fibroblastoides (CFU-F 

assay). 

Mediante el ensayo de unidades formadoras de colonias fibroblásticas 

se estima el porcentaje de células capaces de formar colonias dentro de una 

población celular. 

Las células, sembradas en pocillos a una baja densidad celular (50 

células/cm2) se observaron mediante microscopía invertida (Figura 8A). Estas 

células formaron colonias como Unidades Formadoras de Colonias 

Fibroblastoides (CFU-F) tras 14 días en condiciones estándar de cultivo, sin 

medio de diferenciación, y muestran una morfología tipo fibroblástica (Figura 

8B y C), alargada y aplanada, compatibles con colonias clonogénicas, 

característica esencial de las células mesenquimales. 
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Figura 8. Ensayo de unidades formadoras de colonias fibroblastoides (CFU-F assay) de 

células procedentes de la fracción del estroma vascular de ambos tejidos adiposos, tímico 

y subcutáneo, de sujetos con cardiomiopatía isquémica. Las células se siembran en pocillos 

a una densidad baja (50 células/cm
2
) y tras 14 días en condiciones estándar de cultivo y tinción 

con cristal violeta al 0.5% se observan con microscopio invertido (Figura 7A). Se observan células 

de tamaño considerable con prolongaciones citoplasmáticas que se disponen en colonias 

aisladas (Figura 7B y C); dichas colonias posteriormente se unificarán formando una monocapa. 

Aumentos: 4X. 
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 El número de colonias que se formaron dentro de nuestra población 

celular en estudio se muestra en la figura 9. El número medio de colonias 

formadas en ambos tipos de tejidos adiposos fue similar (TAT= 7.45 ± 1.29 

colonias y TAS= 8.55 ± 1.42 colonias), no existiendo diferencias significativas 

entre la pequeña variación numérica que se aprecia. 

 

 

 

 

 

 

 

Caracterización Inmunofenotípica de las células de la SVF mediante 

citometría de flujo. 

Tras obtener la confluencia necesaria en la placa (90%) de las células 

adherentes con morfología fibroblastoide se analizó mediante citometría de 

Figura 9. Número de colonias formadas tras 14 días de cultivo por células en pase tres 

procedentes de la SVF del TAT y TAS de sujetos con cardiomiopatía isquémica. Las células 

fueron sembradas a una densidad de 50 células/cm
2
. Los valores presentados en la figura 

expresan la media de los valores de conteo de colonias obtenidos de 5 pacientes diferentes 

realizando 4 réplicas en cada uno de ellos (siembra de 4 pocillos por paciente y tejido) ± error 

estándar. La relación entre ambos tejidos adiposos se analizó mediante test U de Mann-Whitney. 
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flujo la expresión de los marcadores endoteliales de superficie celular para 

conocer los tipos celulares presentes en la SVF de los dos tejidos adiposos en 

estudio. Las células presentes en nuestros cultivos derivadas de las fracciones 

del estroma vascular de ambos tejidos adiposos son positivas a los 

tradicionales marcadores de células madre mesenquimales CD105, CD73, 

CD90, CD29 y CD44 y negativas para CD45, CD34, CD14 y HLA-DR, a pesar 

de que el porcentaje de células positivas para CD34 y CD14 fue algo elevado 

en el caso de células procedentes de TAT. CD19 mostró un porcentaje celular 

elevado para ambos tejidos adiposos, no llegando en ninguno de los dos casos 

al 50% de células positivas. La tabla 8 muestra que las células procedentes del 

TAT de los pacientes analizados presentan incrementada de manera 

significativa  la expresión de los marcadores de superficie CD34, CD14 y 

CD133 en comparación con las células del TAS. La expresión de los restantes 

marcadores de superficie analizados se mantuvo en niveles similares y sin 

diferencias significativas en ambos tipos de tejidos adiposos, siendo en muy 

pocos casos superior su expresión en el TAT respecto al TAS. 

 

 

 

 
Tabla 8. Análisis de citometría de flujo para cuantificar la expresión de los marcadores 

endoteliales de superficie celular CD34, CD45, Thy1/CD90, CD105, CD73, CD19, CD14, 

HLA_DR, CD31, CD146, CD133, CD144, CD140A, CD140B, CD166, CD106, CD29 y CD49D y 

CD44 en la SVF de TAT y TAS de sujetos con cardiomiopatía isquémica. Las células de la 

SVF fueron preparadas para citometría de flujo como se ha descrito en el apartado de Materiales 

y Métodos. Los datos representan el porcentaje de células procedentes de la fracción vascular 

estromal del TAS y del TAT teñidas para los marcadores de superficie celular. Los valores 

presentados en la tabla expresan la media ± error estándar de cinco experimentos 

independientes. La relación entre ambos tejidos adiposos se analizó mediante test U de Mann-

Whitney. *p<0.05. 
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-Tabla 8 - Timo (N=5) Subcutáneo (N=5) 

CD105 81.21 ± 4.46 81.61 ± 6.18 

CD73 97.68 ± 0.54 98.07 ± 0.42 

CD90 97.47 ± 0.44 98.88 ± 0.28 

CD45 6.42 ± 0.59 8.36 ± 2.38 

CD34 35.496 ± 7.44 * 3.38 ± 1.32 

CD14 23.81 ± 11.76 * 6.00 ± 1.12 

CD19 40.48 ± 10.51 46.94 ± 13.02 

HLA-DR 0.51 ± 0.28 0.35 ± 0.14 

CD29 59.52 ± 11.69 81.98 ± 8.58 

CD44 80.34 ± 8.27 93.29 ± 2.91 

CD146 1.03 ± 0.63 1.30 ± 0.56 

CD166 97.99 ± 0.60 98.90 ± 0.10 

CD106 68.636 ± 7.91 60.38 ± 11.69 

CD49D 71.98 ± 10.44 79.96 ± 10.46 

CD31 0.64 ± 0.10 0.97 ± 0.39 

CD144 2.17 ± 0.43 2.77 ± 0.62 

CD140A 3.68 ± 0.99 2.54 ± 1.36 

CD140B 87.66 ± 5.74 87.19 ± 7.20 

CD133 27.06 ± 6.82 * 3.29 ± 0.50 
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Evaluación cualitativa y cuantitativa del potencial de diferenciación 

adipogénico y osteogénico. 

 La caracterización biológica de las células de la SVF cultivadas en 

medios específicos para su diferenciación hacia linaje adipogénico u 

osteogénico se comprobó, en primer lugar, mediante tinción de vacuolas 

lipídicas intracelulares con Oil Red O y tinción de deposiciones de fosfato de 

calcio con Alizarin red, respectivamente. El control negativo de las tinciones de 

Oil Red O y Alizarín Red se realizó con células de la SVF no diferenciadas 

cultivadas en medio de expansión. 

 La figura 10 muestra células de la SVF diferenciadas hacia adipoblastos. 

Las vacuolas lipídicas citoplasmáticas que aparecieron tras 14 días de la 

inducción de diferenciación adipogénica se encuentran teñidas de color rojo, lo 

cual indica que la coloración para el Oil Red O fue positiva. La morfología de 

las células diferenciadas es compatible con adipocitos multiloculares. 

 

 

 

  

Figura 10. Coloración de Oil Red O positiva para células de la SVF de TAT y TAS 

procedentes de pacientes de mediana y tercera edad con cardiomiopatía isquémica 

diferenciadas a adipoblastos. Marcaje con Oil red O de adipocitos derivados de las células de 

la SVF del TAT (A, B y C) y del TAS (E, F y G) de tres donantes de tercera edad (>70 años) con 

múltiples vacuolas lipídicas dentro de su citoplasma. Marcaje con Oil red O de adipocitos 

derivados de las células de la SVF del TAT (D) y del TAS (H) de un donante de mediana edad 

(45-65 años) con múltiples vacuolas lipídicas dentro de su citoplasma. Aumentos: 20X. 
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Las células de SVF diferenciadas hacia células de linaje osteogénico se 

observan en la figura 11. Las células pierden su morfología original y adoptan 

una tipo “estrella”, característica de osteoblastos. Las células positivas para la 

tinción de Alizarín red se visualizan teñidas de color rojizo, lo cual pone de 

manifiesto la presencia de mineralización (deposiciones de fosfato de calcio) en 

el cultivo tras 14 días de la inducción de diferenciación. 

 

 

 

 

  

 

A pesar de que las tinciones utilizadas en nuestros estudios de 

diferenciación son las consideradas por la Sociedad internacional de Terapia 

Celular (ISCT, Internacional Society Cellular Therapy) como pruebas “gold 

standar” para considerar válida la diferenciación in vitro de las células madre 

mesenquimales (Dominici M. y col.; 2006), existen otros métodos que también 

ratifican la veracidad de la diferenciación hacia los posibles linajes 

Figura 11. Coloración de Alizarín red positiva para mineralización en el cultivo de células 

de la SVF de TAT y TAS procedentes de pacientes de tercera y mediana edad media con 

cardiomiopatía isquémica diferenciadas hacia osteoblastos. Deposiciones de fosfato de 

calcio (nódulos de mineralización) marcadas con Alizarín red en células de la SVF procedentes 

del TAT (A, B y C) y del TAS (E, F y G) de tres donantes de tercera edad (>70 años) 

diferenciadas a linaje osteogénico. Osteocitos derivados de las células de la SVF del TAT (D) y 

del TAS (H) de un donante de mediana edad (45-65 años) que presentan coloración positiva para 

la tinción con Alizarín red en sus nódulos de mineralización. Aumentos: 20X. 
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mencionados, por ello la caracterización biológica de las células de la SVF 

cultivadas en medios específicos para su diferenciación se comprobó de 

manera cuantitativa mediante análisis de la expresión de genes específicos de 

adipocitos (SERBP1, PPARɣ, FABP4, LPL, FASN, ADRP y CEBPα) o de 

osteocitos (ALPL -fosfatasa alcalina-, BGLAP -osteocalcina-, SPP1 -

osteopontina-, SPARC -osteonectina-) mediante PCR cuantitativa a tiempo real 

(qRT-PCR). Los análisis de PCR cuantitativa mostraron que los niveles de 

expresión de FABP4, LPL, FASN, ADRP y CEBPα) (Figura 12 A, B, C, D y E) 

se encontraban incrementados en todos los casos en los que se habían 

cultivado las células de la SVF en medio específico para su diferenciación 

hacia linaje adipogénico (pocillos de adipogénesis; células cultivadas en medio 

de inducción adipogénica) con respecto a aquéllas células en las que no se 

indujo diferenciación (pocillos control; en medio de expansión). De hecho, estos 

niveles fueron significativos para todos los genes en la diferenciación 

adipogénica de ambos tejidos adiposos, TAT y TAS, de las células de la SVF 

procedentes de pacientes de tercera edad, mientras que sólo fueron 

significativos en el caso de LPL, FASN y CEBPα de las células de la SVF 

sometidas a diferenciación procedentes de pacientes de mediana edad. Los 

niveles de expresión de las células de la SVF cultivadas en medio específico 

para su diferenciación hacia linaje osteogénico (Figura 12F) también se 

encontraron incrementados de manera significativa en el TAT y en el TAS de 

sujetos de tercera edad en comparación con aquéllas células en las que no se 

indujo diferenciación (pocillos control; medio de expansión). En pacientes de 

mediana edad estos valores sólo fueron significativos en las células del TAT 

sometidas a diferenciación. 
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Figura 12. Expresión génica del ARNm de los marcadores adipogénicos FABP4, LPL, FASN, 

ADRP y CEBPα y del marcador osteogénico ALPL de TAT y TAS de sujetos de mediana y 

tercera edad con cardiomiopatía isquémica. El análisis de la expresión del ARNm de FABP4, LPL, 

FASN, ADRP y CEBPα (A-E) y de ALPL (F) fue realizado en el TAT y TAS de los dos grupos de 

sujetos con cardiomiopatía estudiados (mediana edad, 45-65 años, n=8 y tercera edad, >70 años, 

n=18). Los niveles de ARNm fueron normalizados con los valores de la ciclofilina. Los resultados se 

obtuvieron por triplicado y expresados como media ± error estándar. La relación entre los pocillos 

control y los sometidos a diferenciación adipogénica y osteogénica se analizó mediante una prueba 

de rangos con signo de Wilcoxon. *p<0.05; **p<0.001. 
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Evaluación cuantitativa del potencial de diferenciación endotelial. 

La caracterización biológica de las células de la SVF cultivadas en medio 

específico para promover su diferenciación hacia células endoteliales se 

comprobó de manera cuantitativa mediante análisis de la expresión de genes 

específicos del linaje endotelial como CD31 (PECAM-1), CD309 (VEGFR-2, 

KDR, Flk-1 -mouse-), CD34 y VWF (factor de Von Willebrand) mediante PCR 

cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR). 

Los análisis de PCR cuantitativa mostraron que los niveles de expresión 

de CD31, CD309, CD34 y VWF (Figura 13 A, B, C y D) se encontraban 

incrementados en todos los casos en los que se habían cultivado las células de 

la SVF en medio específico para su diferenciación hacia células endoteliales 

(pocillos de Dif. Endot.; células cultivadas en medio de inducción hacia linaje 

endotelial) con respecto a aquéllas células en las que no se indujo 

diferenciación (pocillos control; células cultivadas en medio de expansión). Esta 

diferenciación sólo mostro niveles significativos en el caso de las células de la 

SVF sometidas a diferenciación procedentes del TAS de pacientes de tercera 

edad para los marcadores CD31 y CD34. 
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Figura 13. Expresión génica del ARNm de los marcadores de diferenciación endotelial CD31, 

CD309, VWF y CD34 de TAT y TAS de sujetos de mediana y tercera edad con cardiomiopatía 

isquémica. El análisis de la expresión del ARNm de CD31, CD309, VWF y CD34 (A-D) fue realizado 

en el TAT y TAS de los dos grupos de sujetos con cardiomiopatía estudiados (mediana edad, 45-65 

años, n=5 y tercera edad, >70 años, n=8). Los niveles de ARNm fueron normalizados con los valores 

de la ciclofilina. Los resultados se obtuvieron por triplicado y expresados como media ± error 

estándar. La relación entre los pocillos control y los sometidos a diferenciación adipogénica y 

osteogénica se analizó mediante una prueba de rangos con signo de Wilcoxon. *p<0.05. 
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Comparación de los niveles de expresión génica de marcadores 

adipogénicos (FASN, ADRP y CEBPα), marcadores osteogénicos (ALPL) y 

marcadores endoteliales (CD31, CD309, VWF y CD34) de tejido adiposo 

tímico y subcutáneo entre pacientes adultos de mediana y tercera edad 

con cardiomiopatía isquémica. 

 

Los análisis de PCR cuantitativa mostraron que los niveles de expresión 

de FASN, ADRP y CEBPα se encontraban incrementados (no de manera 

significativa) en el TAT de pacientes de tercera edad en comparación con los 

niveles observados en el TAT de los sujetos con edad media, mientras que en 

el TAS estos niveles sólo se incrementaron en el caso de ADRP y CEBPα, 

presentándose ligeramente disminuidos para FASN (Figura 14 A-C). Por su 

parte, la expresión génica de ALPL en el TAT estuvo incrementada de manera 

significativa en pacientes de tercera edad comparados con el grupo de 

pacientes de mediana edad. En contraste, la expresión génica de ALPL en el 

TAS estuvo significativamente disminuida en pacientes de tercera edad 

comparados con los de mediana edad (Figura 14D). En el caso de los 

marcadores endoteliales, los niveles de expresión de CD309, VWF y CD34 

resultaron incrementados tanto en el TAT como en el TAS de pacientes de 

tercera edad en comparación con los niveles encontrados en los sujetos de 

mediana edad (Figura 15 B-D). Esta mista tendencia se encontró para la 

expresión del marcador CD31 en TAS, ya que en el TAT la expresión de CD31 

estuvo disminuida en pacientes de tercera edad comparados con los de 

mediana edad (Figura 15A). 
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Figura 14. Incrementos de la expresión génica del ARNm de los marcadores adipogénicos 

FASN, ADRP y CEBPα y del marcador osteogénico ALPL de TAT y TAS de sujetos de mediana 

y tercera edad con cardiomiopatía isquémica. El análisis de la expresión del ARNm de FASN, 

ADRP y CEBPα (A-C) y de ALPL (D) fue realizado en el TAT y TAS de los dos grupos de sujetos con 

cardiomiopatía estudiados (mediana edad, 45-65 años, n=8 y tercera edad, >70 años, n=18). Los 

niveles de ARNm fueron normalizados con los valores de la ciclofilina. Los resultados se obtuvieron 

por triplicado y se calculó su valor medio y error estándar. El Fold change se expresó según la 

relación “expresión génica en pocillo de diferenciación / expresión génica en pocillo control”, siendo la 

expresión en los controles igual a la unidad (no mostrada en la figura). Las barras de la figura 

representan el incremento que se produce en la expresión génica respecto al control. La relación 

entre ambos grupos de pacientes se analizó mediante test U de Mann-Whitney. *p<0.05. 
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Figura 15. Incrementos de la expresión génica del ARNm de los marcadores endoteliales CD31, 

CD309, VWF y CD34 de TAT y TAS de sujetos de mediana y tercera edad con cardiomiopatía 

isquémica. El análisis de la expresión del ARNm de CD31, CD309, VWF y CD34 (A-D) fue realizado 

en el TAT y TAS de los dos grupos de sujetos con cardiomiopatía estudiados (mediana edad, 45-65 

años, n=5 y tercera edad, >70 años, n=8). Los niveles de ARNm fueron normalizados con los valores 

de la ciclofilina. Los resultados se obtuvieron por triplicado y se calculó su valor medio y error 

estándar. El Fold change se expresó según la relación “expresión génica en pocillo de diferenciación / 

expresión génica en pocillo control”, siendo la expresión en los controles igual a la unidad (no 

mostrada en la figura). Las barras de la figura representan el incremento que se produce en la 

expresión génica respecto al control. La relación entre ambos grupos de pacientes se analizó 

mediante test U de Mann-Whitney. 
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Formación de túbulos por células endoteliales procedentes de la vena 

safena humana (HSaVEC) en medio condicionado generado por cultivo de 

células procedentes de la SVF derivadas de TAT y TAS. 

Angiogénesis conlleva degradación de la membrana basal proliferación y 

migración de células endoteliales a la matriz intracelular, seguido de 

alineamiento y reorganización de las células endoteliales en una estructura 

tubular y formación de una nueva membrana basal. El paso de formación de la 

estructura tubular tridimensional por parte de las células endoteliales es clave 

para el ensayo de la eficacia de agentes como elementos pro-/anti-

angiogénicos. Para profundizar en la implicación del TA sobre la angiogénesis 

cuantificamos la formación de túbulos por parte de células endoteliales 

HSaVEC cultivadas con medios condicionados obtenidos a partir de cultivo de 

células de la SVF derivadas de TAT y TAS en matrigel como ensayo in vitro del 

potencial angiogénico. Los medios condicionados promueven la migración de 

las células endoteliales HSaVEC y su diferenciación hacia estructuras 

tubulares. El cultivo de células HSaVEC en medio condicionado dio lugar a la 

formación de túbulos que se pudieron visualizar mediante microscopio 

fluorescente de contraste de fases. Ejemplos de las estructuras formadas se 

muestras en la figura 16. Tras su observación, se realizó cuantificación de las 

estructuras tubulares, considerando como túbulos aquellas estructuras cuya 

longitud superara cuatro veces su ancho. Los valores medios de esta medida 

se muestran en la tabla 9. No existieron diferencias significativas en la longitud 

de túbulos formados en ambos tejidos adiposos, sin embargo, se aprecia una 

tendencia opuesta al aumentar la longitud de éstos con la edad para el caso del 

TAT y comportarse de manera contraria en el caso del TAS. 
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Mediana Edad 

(N=12) 

Tercera Edad 

(N=8) 

TAT 9.969 ± 0.415 10.374 ± 0.531 

TAS 10.310 ± 0.412 9.788 ± 0.290 

 

 

 

Figura 16. Imágenes representativas de la formación de túbulos endoteliales en medios 

condicionados procedentes del cultivo de la SVF de TAT y TAS de pacientes de mediana y 

tercera edad con cardiomiopatía isquémica. Se realizaron ensayos in vitro de formación de túbulos 

endoteliales sembrándose células HSaVEC en medio condicionado (generado en hipoxia) sobre 

matrigel reducido en factores de crecimiento durante 24 horas bajo condiciones estándar de cultivo. 

En la cuantificación de tubos se consideraron túbulos aquellas estructuras cuya longitud superó 

cuatro veces el ancho. A y C, los medios condicionados fueron generados a partir de células de 

pacientes de mediana edad. B y D, los medios condicionados fueron generados a partir de células de 

pacientes de tercera edad. E, aspecto de las células HSaVEC antes de su reorganización hacia 

estructuras tubulares. 

 

Tabla 9. Cuantificación de las estructuras tubulares formadas por células endoteliales HSaVEC 

en medio condicionado generado tras cultivo de células procedes de la SVF derivadas de TAT 

y TAS de pacientes de mediana y tercera edad con cardiomiopatía isquémica. Los valores 

presentados en la tabla expresan la media (pacientes de mediana edad, 45-65 años, n=12 y pacientes 

de tercera edad, >70 años, n=8) ± error estándar. La relación entre ambos tejidos adiposos se analizó 

mediante test U de Mann-Whitney. 
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Análisis de correlación. 

El análisis de correlación de la edad de los pacientes con cardiomiopatía 

isquémica y la expresión génica de los marcadores adipogénicos y de 

diferenciación endotelial en el TAT y TAS no mostró correlación entre estos 

parámetros (datos no mostrados). Sin embargo, el análisis de correlación de la 

edad de los pacientes con cardiomiopatía isquémica y la expresión génica del 

marcador osteogénico fosfatasa alcalina -ALPL- en el TAT y TAS mostró una 

significativa correlación positiva entre estos parámetros (Tabla 10). En el resto 

de parámetros osteogénicos no se encontró correlación con la edad (datos no 

mostrados). 

 

 Edad (r) 

ALPL TAT 0.442* 

ALPL TAS 0.734** 

 

 
Tabla 10. Análisis de correlación entre la expresión del marcador osteogénico ALPL 

y la edad en el TAT y TAS de pacientes con cardiomiopatía isquémica. Las 

correlaciones fueron determinadas mediante test de correlación de Spearman. *p<0.05; 

**p<0.01. 
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Actualmente, el tejido adiposo subcutáneo y el visceral son las dos 

fuentes de factores angiogénicos más apropiadas disponibles (Rehman J. y 

col.; 2004) y unos perfectos candidatos para su uso en ingeniería genética y 

neovascularización (Kondo K. y col.; 2009). Sin embargo, muchos 

investigadores están indicando recientemente que el envejecimiento disminuye 

las propiedades angiogénicas de estos tejidos adiposos (El-Ftesi S. y  col.; 

2009. Efimenko A. y col.; 2011). Aún así, y debido a que resultan de fácil 

acceso, estos tejidos adiposos permanecen como la principal fuente disponible 

de factores angiogénicos y de células progenitoras con potencial de mejorar la 

neovascularización de los tejidos isquémicos (Efimenko A. y col.; 2011). 

  

En este trabajo, y por primera vez, mostramos una nueva fuente de 

tejido adiposo y factores angiogénicos que resulta atractiva: el tejido adiposo 

adulto de timo, en el cual no parece que sus propiedades angiogénicas se 

alteren con el envejecimiento sino que, por el contrario, estas características 

están significativamente incrementadas con el aumento de la edad. 

 

 Según nuestro conocimiento, este es el primer trabajo que muestra que 

en los sujetos de edad avanzada (tercera edad) con cardiomiopatía isquémica, 

mientras que los niveles de expresión génica de los marcadores angiogénicos y 

endoteliales disminuyeron en el tejido adiposo subcutáneo, el tejido adiposo de 

timo mostró un incremento en la expresión génica de estos parámetros en 

comparación con los de mediana edad. Así mismo, la expresión génica de los 

marcadores adipogénicos mostró un incremento en el TAT de sujetos de 

tercera edad comparados con los de mediana edad, mientras que en el TAS 
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mostraron un descenso. Además, en el TAT, los niveles de expresión de CD31, 

VEGF-A, VEGF-C, VEGF-R1 y VEGF-R2 correlacionaron significativa y 

positivamente con la edad con independencia de cualquier otra covariante 

clínica confundente, entre las que se incluyen IMC, glucosa, colesterol y 

triglicéridos. De manera interesada, las asociaciones de VEGF-D y VEGF-R3 

con la edad fueron eliminadas cuando controlamos el IMC, la glucosa, el 

colesterol y los triglicéridos, sugiriendo que estos parámetros clínicos tienen 

efectos que confunden en los parámetros linfangiogénicos, mientras que los 

factores angiogénicos parecen ser independientes de estas covariantes clínicas 

en el TAT de estos pacientes. Por otro lado, en el tejido adiposo subcutáneo, 

las correlaciones entre estos marcadores angiogénicos y la edad fueron 

negativas. Estos últimos resultados confirman los datos previos que muestran 

que el envejecimiento disminuye la angiogénesis y reduce los niveles de 

expresión de diversos factores angiogénicos (El-Ftesi S. y col.; 2009. Efimenko 

A, y col.; 2011. Arthur W.T. y col.; 1998). De hecho, se ha mostrado que la 

función angiogénica del tejido adiposo está dañada en sujetos de tercera edad, 

sugiriendo que este declive puede limitar el uso del tejido adiposo como una 

fuente de células progenitoras endoteliales autólogas, potencialmente 

utilizables para la reparación cardiovascular en pacientes de tercera edad 

(Madonna R. y col.; 2011). Otros estudios llevados a cabo en roedores han 

mostrado que las células madre de tejido adiposo de ratón adulto manifestaron 

un descenso de las propiedades angiogénicas en comparación con las células 

madre del tejido adiposo de ratones jóvenes (Efimenko A. y col.; 2011). 
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Recientemente nuestro grupo mostró que las isoformas del VEGF más 

expresadas en el TAT son VEGF-A y VEGF-B en comparación con las otras 

isoformas de este factor angiogénico (VEGF-C, VEGF-D, etc.) (Tinahones F. y 

col.; 2009). Estos factores angiogénicos son reguladores clave de la 

angiogénesis y la vasculogénesis (Oosthuyse B. y col.; 2001. Carmeliet P. y 

col.; 1996). En el presente estudio, observamos que en el TAT, a pesar de 

tener menores niveles de expresión de VEGF-A y VEGF-B en sujetos de 

mediana edad en comparación con el TAS, se produce un incremento 

significativo de estos dos factores angiogénicos para el caso de sujetos de 

tercera edad mientras que en el TAS estos factores mostraron un claro y 

significativo descenso. Por otra parte, mientras que en el TAS los niveles de 

expresión de VEGF-C y VEGF-D no mostraron ninguna diferencia de expresión 

en relación con el envejecimiento, el TAT puso de manifiesto un claro 

incremento de expresión en sujetos de tercera edad comparados con los de 

mediana edad. Ambas isoformas son conocidas por jugar un papel fundamental 

en la elevación de la linfangiogénesis (Karkkainen M.J. y col.; 2004. Stacker 

SA. y col.; 2001). Además, cuando analizamos la expresión génica de los 

marcadores endoteliales se observaron perfiles similares a los encontrados en 

los factores angiogénicos, mostrando un perceptible y significativo incremento 

de estos parámetros en el TAT de los sujetos de tercera edad, mientras que en 

el TAS estos niveles se encontraron drásticamente disminuidos. 

Adicionalmente, la mayoría de los niveles de expresión génica de los 

marcadores angiogénicos y endoteliales mostraron una significativa correlación 

positiva con la edad en el TAT. Todos estos datos juntos indican claramente 

que en los sujetos de edad avanzada el tejido adiposo de timo constituye una 
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atractiva y prometedora fuente de actividad angiogénica en comparación con el 

tejido adiposo subcutáneo. 

 

En realidad, la involución que se produce en el timo humano adulto con 

la edad podría consistir en el reemplazamiento de su composición 

inmunogénica por tejido adiposo. Este hecho es evidentemente apreciado por 

el incremento de masa adiposa de timo durante la vida. Esta consideración 

puede ser corroborada aquí a través del análisis de los factores adipogénicos, 

los cuales mostraron un significativo incremento de la expresión génica y 

proteica de sus parámetros en el TAT de los sujetos de tercera edad, mientras 

que en el TAS estos marcadores mostraron una significativa disminución, 

permaneciendo en niveles menores a aquéllos detectados en el TAT de dichos 

sujetos de tercera edad. Además, el hecho de que los factores angiogénicos 

mostraran una fuerte correlación positiva significativa con los marcadores 

adipogénicos, nos permite creer que el incremento de las propiedades 

angiogénicas puede ser debido al incremento que se produce en la masa de 

tejido adiposo durante la vida, y, como es bien conocido, la angiogénesis está 

ligada a la adipogénesis (Cao Y. y col.; 2007). 

 

Diversos estudios han analizado la capacidad de extractos de tejido 

adiposo humano maduro para inducir angiogénesis y adipogénesis in vitro; 

dichos extractos contienen numerosos factores angiogénicos y adipogénicos 

como VEGF, Leptina, IGF-1, así como una amplia variedad de citoquinas, 

situando al tejido adiposo como un agente a considerar en la inducción de 

angiogénesis de los procesos de vascularización requeridos para la aplicación 
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de ingeniería de tejidos, in vitro e in vivo (Sarkanen J.R. y col.; 2012). En 

nuestros análisis in vivo los fragmentos de grasa implantados sobre la 

membrana corioalantoidea -CAM- de embriones de codorniz estimularon la 

formación de vasos sanguíneos en las proximidades del punto de inserción del 

tejido mostrando que la capacidad de inducción angiogénica del TAT fue mayor 

que la del TAS, sin diferencias en cuanto a la edad del tejido insertado. Se 

pone de relieve, por tanto, que el TAT constituye una potente fuente de 

actividad angiogénica en comparación con el TAS que no ve alterada sus 

características en función de la edad del paciente donador. Estos resultados 

evidencian los estudios que han mostrado las cualidades angiogénicas del 

tejido adiposo en diversas áreas del organismo (Zuk P.A. y col.; 2002. Salas J. 

y col.; 1990. Valina C. y col.; 2007), así como ponen de manifiesto que el Tejido 

Adiposo de Timo también presenta dicha funcionalidad angiogénica, incluso 

mejorada en comparación con el TAS ya que tratándose del mismo paciente 

donador el TAT estimula mayor formación de vasos sanguíneos en las 

proximidades de su punto de inserción que el TAS, y lejos de comportarse 

como un tejido degenerado actúa como potencial fuente angiogénica, al igual 

que ya lo hacen los comunes tejidos adiposos utilizados. Estudios previos de 

nuestro grupo de investigación ya informaron sobre la producción de una gran 

variedad de factores angiogénicos en la grasa de timo adulto tales como 

VEGF-A, VEGF-B, Ang1 y Tie-2 (Salas J. y col.; 2009). VEGF-A y VEGF-B, dos 

factores fundamentales para la vasculogénesis, se expresan en niveles 

similares tanto en TAT como en el TAS (Salas J. y col.; 2009), grasa blanca 

conocida por mostrar elevados niveles de VEGF (Hausman G.J. y col.; 2004). 

Ang1, por su parte, es conocido por promover la angiogénesis y la 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sarkanen%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21902602
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Valina%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17933755
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salas%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19760288
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salas%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19760288
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hausman%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15032451
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remodelación vascular (Klagsbrun M. y col.; 1996). Apoyando los datos sobre la 

presencia de diversos factores angiogénicos en la grasa de timo e indicando su 

capacidad angiogénica encontramos un análisis sobre el papel fisiológico que 

la grasa de timo podría desempeñar en los procesos de angiogénesis de las 

células endoteliales de cordón endotelial humano (HUVEC); dichas células, 

cultivadas en presencia de extractos de grasa tímica mostraron una potenciada 

respuesta proliferativa y migratoria (Salas J. y col.; 2009), dos pasos 

importantes en la cascada de eventos angiogénica (Hausman G.J. y col.; 

2004). Todos estos resultados se ven avalados por los actualmente obtenidos 

in vivo mediante implantación de fragmentos de TA sobre la CAM de embriones 

de codorniz, sugiriendo que la grasa de timo podría desempeñar un relevante 

papel en la promoción de dos procesos fundamentales para la ingeniería tisular 

como son la vasculogénesis y la angiogénesis, independientemente de ver 

afectadas su capacidades por el incremento de la edad. 

 

 

Las tendencias actuales en ingeniería de tejidos consisten en el empleo 

de células madre aisladas de tejidos adultos (Eberli D. y col.; 2006). El estudio 

de las células madre abrió un extenso campo en el área biomédica desde su 

descubrimiento (primeras células madre embrionarias de procedencia humana 

-Thomson J.A. y col.; 1998-) ya que combinan facilidad de obtención con 

viabilidad para expansión en cultivos in vitro, convirtiéndolas en unas 

estupendas candidatas para su investigación como herramienta terapéutica en 

el área de regeneración tisular e ingeniería de tejidos. Con la finalidad de 

contribuir al conocimiento sobre las células madre y sus posibles aplicaciones 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Klagsbrun%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8971481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salas%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19760288
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hausman%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15032451
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eberli%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17161702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thomson%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9804556
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en biomedicina, el propósito de la segunda parte de nuestro estudio se basó en 

aislar, caracterizar e inducir la diferenciación celular in vitro de las células 

madre mesenquimales derivadas de la fracción del estroma vascular (SVF) del 

tejido adiposo de timo, en comparación con el tejido adiposo subcutáneo, 

procedentes de pacientes de mediana y tercera edad con cardiomiopatía 

isquémica sometidos a cirugía cardiovascular por necesidad de un bypass 

cardiovascular. 

 

Los resultados obtenidos tras nuestros ensayos indican que a partir de 

las muestras de Tejido Adiposo, tanto de timo como subcutáneo, es posible 

aislar células o colonias individuales mediante métodos de digestión enzimática 

y tras 14 días de cultivo; además las células que contienen nuestros tejidos en 

estudio son células adherentes con morfología fibroblastoide lo cual concuerda 

con los resultados de otros estudios donde las células fibroblastoides derivadas 

de tejido adiposo forman una monocapa desde los 5-10 días tras su cultivo 

inicial (Kern S. y col.; 2006). Esta células fibroblastoides adherentes pueden ser 

expandidas en cultivo para posteriormente cumplir los criterios establecidos por 

la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT, Internacional Society 

Cellular Therapy) (Dominici M. y col.; 2006).  

 

Todas las muestras pertenecientes al mismo tipo de tejido adiposo 

presentaron un patrón de crecimiento y expansión común de los cultivos 

celulares, no observándose signos de senescencia obvia como cabía esperar 

ya que las células madre adultas derivadas de tejido adiposo pueden ser 

expandidas en cultivo sin senescencia durante más de 20 ciclos de doblaje 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kern%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16410387
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poblacional (Cao Y. y col.; 2005). El perfil de las curvas de proliferación celular 

de ambos tipos de tejidos fue bastante similar, aunque observamos diferencias 

respecto al tiempo de doblaje poblacional. Si bien el tiempo necesario para que 

la población celular procedente de la SVF del tejido adiposo subcutáneo en 

pase tres duplicara su número de células fue menor que en el caso de células 

procedentes de tejido adiposo de timo,  no existieron diferencias significativas 

entre ambos valores, por lo que podemos decir que ambos tiempos son 

equiparables. Análisis actuales sobre la capacidad de proliferación de células 

madre mesenquimales derivadas de médula ósea, cordón umbilical y tejido 

adiposo pusieron de manifiesto que las células madre mesenquimales 

derivadas de tejido adiposo poseen el menor tiempo de doblaje poblacional de 

las tres fuentes testadas, no afectando ello a sus características o potencialidad 

como células madre (Kern S. y col.; 2006), por lo que extrapolamos que el 

menor tiempo de doblaje poblacional encontrado para las células derivadas del 

TAT no interfiere en sus características como células madre mesenquimales. 

Estudios recientes indican que existe un efecto de la edad del paciente la cual 

afecta al crecimiento de las células madre derivadas de tejido adiposo, 

encontrándose diferencias significativas en el doblaje poblacional de células 

obtenidas a partir de donantes jóvenes o de edad avanzada (Choudhery M.S. y 

col.; 2014), por lo que un aspecto a considerar sería la realización de un 

estudio más exhaustivo en esta dirección, comprobando si en el TAT se ve 

disminuido el doblaje de la población de células madre mesenquimales con el 

aumento de la edad. Quizás resulte algo especulativo pero pensamos que este 

efecto de la edad del paciente sobre el crecimiento de las células madre 

derivadas de tejido adiposo no va a ponerse de manifiesto en el TAT ya que el 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kern%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16410387
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Choudhery%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24397850
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rango de edad analizado por Choudhery M.S. y col. es de pacientes de 18-39 

años, de 40-49 años y de edad superior a 50 años, mientras que la media de 

edad de nuestros sujetos de estudio es de 70 años por lo que la curva de 

doblaje poblacional obtenida en nuestros análisis debería haber sido muy baja 

o casi inexistente pues apenas se produciría duplicación del número de células 

al encontrarnos en una edad muy avanzada. Lejos de no apreciar doblaje 

poblacional y a pesar de la avanzada edad de los donantes analizados, las 

células madre mesenquimales derivadas del TAT presentan una cinética de 

crecimiento celular normal y equiparable al de células madre mesenquimales 

obtenidas a partir de otras localizaciones, por lo que el uso de este novedoso 

tejido adiposo como fuente de células madre mesenquimales para uso en 

terapia celular y medicina regenerativa es totalmente factible, al igual que ya se 

hace con células madre mesenquimales derivadas de otros tejidos (Socarrás-

Ferrer B.B.; 2013), e independiente de la edad. 

 

La inmunofenotipación de las células madre mesenquimales de nuestro 

estudio cumplió con el criterio establecido por la ISCT (Dominici M. y col.; 

2006). Según criterio de la ISCT más del 95% de la población de células madre 

mesenquimales deben presentar los antígenos de superficie CD105, CD73 y 

CD90. Mientras que esto se cumple para CD73 y CD90, CD105 se muestra en 

un porcentaje inferior a dicho nivel en células derivadas de ambos TA. La 

expresión de CD105 puede aumentar o disminuir de acuerdo a los niveles de 

TGF-β presentes en el medio y las células madre mesenquimales pueden 

producir esta citoquina en cultivo (Popova A.P. y col.; 2010), por lo que es 

posible que la actividad autocrina de las células madre mesenquimales haya 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Choudhery%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24397850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Popova%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20190033
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influido en la expresión de dicho antígeno de superficie. Otros marcadores de 

superficie celular frecuentemente usados para caracterizar colonias de células 

madre mesenquimales derivadas de Tejido Adiposo han sido CD29 y CD44 

(Zuk P.A. y col.; 2002), así como CD146, CD166, CD106 (VCAM1) y CD49D 

(ITGA4) (Gronthos S. y col.; 2001). Para ayudar a confirmar que las células 

aisladas en nuestro estudio son células progenitoras analizamos estos 

marcadores y encontramos que todos ellos se manifiestan en un porcentaje 

considerable de células para ambos tejidos adiposos, con la salvedad de 

CD146 el cual también se ha descrito que su expresión desciende con los 

sucesivos pases de cultivo hasta que finalmente se pierde casi por completo 

(Mitchell J.B. y col.; 2006). Por tanto, la población de células aisladas en 

nuestros análisis a partir de ambos tejidos adiposos, además de los 

marcadores específicos de células madre mesenquimales, manifiestan las 

proteínas de superficie esperadas para células madre mesenquimales 

derivadas de tejido adiposo. CD31 y CD144 son dos marcadores típicos de 

células endoteliales que diversos grupos han usado para caracterizar y definir 

células progenitoras endoteliales dentro de la población celular derivada de 

tejido adiposo (Miranville A. y col.; 2004), por lo que la baja expresión 

encontrada en la población celular de nuestro estudio concuerda con lo descrito 

en la bibliografía, ratificando con otros dos marcadores adicionales la riqueza 

de nuestros cultivos en células madre derivadas de tejido adiposo. Las células 

madre mesenquimales expresan abundantes receptores del factor de 

crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRs: platelet-derived growth factor 

receptor, PDGFRα o CD140A y PDGFRβ o CD140B), los cuales juegan un 

papel crucial en especificar su compromiso hacia destino y potencial 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gronthos%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11573204
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mitchell%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16322640
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miranville%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15238461
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osteogénico, condrogénico o adipogénico (Ball S.G. y col.; 2012); estos 

factores de crecimiento son mitógenos para células de origen mesenquimal y 

se encargan de promover el desarrollo embrionario, la proliferación, 

supervivencia, diferenciación y migración celular entre otros procesos. En 

nuestra población celular sí que encontramos un porcentaje elevado del 

marcador PDGFRβ o CD140B en células madre aisladas de ambos tejidos 

adiposos, sin embargo, PDGFRα o CD140A sólo se encuentra en un 3% del 

total celular, al igual que se ha descrito que ocurre en células humanas fetales 

derivadas de médula ósea, donde las células PDGFRα⁺ sólo representan un 

pequeño subconjunto de las células que también se muestran como CD146⁺ 

(Pinho S. y col.; 2013). 

 

CD133 consiste en un marcador de células precursoras endoteliales 

cuya expresión se ha encontrado disminuida en células madre mesenquimales 

derivadas de médula ósea, cordón umbilical y tejido adiposo (Kern S. y col.; 

2006). En las células derivadas del TAS de los pacientes de nuestro estudio la 

expresión de CD133 presenta valores muy bajos mientras que el porcentaje de 

células CD133+ detectado en el TAT es significativamente elevado en 

comparación con el TAS. Por su parte, CD34 es un típico marcador endotelial 

(Müller A.M. y col.; 2002) cuya expresión debe aparecer ausente en las 

poblaciones de células madre mesenquimales (Dominici M. y col.; 2006), lo 

cual se verifica para las células madre mesenquimales aisladas a partir del TAS 

de nuestros sujetos de estudio pero no para las aisladas a partir del TAT, 

donde el porcentaje celular encontrado resultó significativamente mayor en 

comparación con el TAS. CD14 se expresa en monocitos y macrófagos y en 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ball%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22213560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kern%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16410387
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=M%C3%BCller%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12009786
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bajos niveles en neutrófilos y eosinófilos (Sabroe I. y col.; 2002) y según criterio 

de la ISCT debe aparecer en niveles bajos en las poblaciones de células madre 

mesenquimales (Dominici M. y col.; 2006). Al igual que lo observado para los 

dos marcadores anteriores (CD133 y CD34), el porcentaje celular CD14+ 

encontrado en nuestra población celular derivada de TAT presenta altos niveles 

significativos de este marcador en comparación con el bajo nivel detectado 

para el TAS, el cual coincide con lo descrito en la bibliografía. Las células 

progenitoras endoteliales han sido caracterizadas por la expresión de CD34, 

CD133 y VEGFR-2 (Gehling U.M. y col.; 2000. Peichev M. y col.; 2000) y se ha 

demostrado que participan en los procesos de vasculogénesis y angiogénesis, 

dos procesos importantes para la reparación y mantenimiento vascular 

(Carmeliet P. y col.; 2001). Concretamente, los progenitores endoteliales 

contribuyen a la formación de los vasos sanguíneos adultos estando 

involucrados en la neovascularización tras eventos de isquemia y participando 

en la homeostasis vascular (Takahashi T. y col.; 1999. Crosby J.R. y col.; 

2000), y hay estudios que demuestran que las células sanguíneas CD133+, 

CD34+ y VEGFR-2 constituyen una fuente celular para la neovascularización 

de tejidos isquémicos. En la misma línea, se ha mostrado que tras cuatro días 

de cultivo la mayoría de células progenitoras endoteliales expresan fuertemente 

marcadores originales de monocitos y macrófagos como CD14, CD11b y 

CD11c (Rehman J. y col.; 2003) y, además, células progenitoras endoteliales 

aisladas tras 7 días de cultivo expresaron elevados niveles del marcador de 

monocitos CD14 (Gulati R. y col.; 2003). Por tanto, se ha encontrado que en la 

medula ósea y la sangre periférica de adultos existe un subtipo especial de 

células progenitoras que son capaces de diferenciarse en células endoteliales 
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maduras contribuyendo así en la endotelización y neovascularización (Hristov 

M. y col.; 2004); estas células tienen propiedades angiogénicas y presentan en 

superficie los marcadores CD133 y CD34, así como en estadíos tempranos de 

cultivo son positivas para CD14 (Hristov M. y col.; 2004). Todos estos datos 

nos sugieren que, mientras que en la población celular aislada a partir del TAS 

nos encontramos con la expresión del conjunto típico de proteínas de superficie 

celular que caracteriza a las células madre mesenquimales, careciendo de los 

marcadores de células hematopoyéticas y endoteliales, en el caso de la 

población celular aislada a partir del TAT estamos ante la posibilidad de 

encontrarnos con una población de células madre mesenquimales claramente 

caracterizada que, además, presenta marcadores propios de células 

progenitoras endoteliales lo cual las puede dotar de mayor predisposición para 

su diferenciación hacia células endoteliales y por tanto, las situaría en mejor 

posición que las células madre mesenquimales derivadas de otros tejidos 

adiposos para su utilización y aplicación en regeneración tisular e ingeniería de 

tejidos. 

 

Las células madre mesenquimales se consideran células progenitoras 

que poseen la habilidad de diferenciarse hacia una variedad de tipos celulares 

específicos en respuesta a estímulos concretos de diferenciación (Brivanlou AH 

y col.; 2003). Las células estromales derivadas de tejido adiposo, ADSCs, 

poseen la capacidad de diferenciarse, in vitro, hacia células con linaje 

mesenquimal, incluyendo adipocitos, osteoblastos, condrocitos, cardiomiocitos, 

mioblastos y células endoteliales (Zuk P.A. y col.; 2002). Por tanto, ante el 

estímulo adecuado, podemos inducir la diferenciación de las células madre 
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mesenquimales hacia el tipo celular deseado del linaje mesenquimal bajo 

condiciones estándar de cultivo. Para confirmar esta característica realizamos 

una evaluación in vitro del potencial de diferenciación adipogénico y 

osteogénico. Tanto el análisis microscópico (evaluación cualitativa) como el 

genético (evaluación cuantitativa) de los ensayos de diferenciación realizados 

mostraron que las células de la SVF de TAT y TAS procedentes de nuestros 

sujetos en estudio, tras someterlas a inducción adipogénica y osteogénica, se 

diferenciaron de forma exitosa hacia adipocitos y osteocitos respectivamente, 

indicando que nuestras células ADSCs cumplen con el tercero de los criterios 

mínimos establecidos por la ISCT para la definición de células madre 

mesenquimales: inducción de diferenciación in vitro de las células madre 

mesenquimales bajo condiciones estándar de cultivo (Dominici M. y col.; 2006).  

 

Por otro lado, se ha demostrado la diferenciación de células madre 

mesenquimales humanas adultas expandidas hacia células con fenotipo y 

características funcionales de células endoteliales (Oswald J. y col.; 2004). 

Para caracterizar el fenotipo de células madre mesenquimales diferenciadas 

hacia células endoteliales se mide el aumento de expresión génica de diversos 

marcadores endoteliales como vWF (von Willebrand factor), CD309/VEGFR-

2/KDR (un marcador temprano para células progenitoras endoteliales -

Miettinen M. y col.; 2012-) y CD31 (Janeczek Portalska K. y col.; 2012), así 

como CD34 (Pusztaszeri M.P. y col.; 2006). Con nuestra evaluación 

cuantitativa sobre la capacidad de diferenciación endotelial de las células 

madre mesenquimales aisladas a partir de los dos tejidos adiposos en estudio, 

TAT y TAS, mostramos que dichas células son capaces de diferenciarse in vitro 
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hacia células endoteliales, lo cual las convierte en unas atractivas candidatas a 

considerar en el desarrollo de vascularización en la ingeniería de vasos y 

tejidos, así como podrían ser útiles en el aumento del crecimiento de los vasos 

en tejidos isquémicos, como ya se están aplicando otras células progenitoras 

endoteliales (Oswald J. y col.; 2004). 

 

 De forma paralela a la caracterización de las células madre 

mesenquimales derivadas de la SVF de TAT y TAS se hizo una comparación 

de los niveles de expresión génica de los marcadores adipogénicos, 

osteogénicos y endoteliales en relación con la edad de los pacientes con 

cardiomiopatía isquémica (mediana y tercera edad). Mientras que en el TAT se 

produjo un notable incremento de los marcadores de diferenciación 

adipogénica, osteogénica y endotelial en los sujetos de tercera edad en 

comparación con los de mediana edad, en el TAS se apreció un incremento, no 

significativo, en la expresión de los parámetros de diferenciación endotelial, y 

en dos de los de diferenciación adipogénica, en los restantes así como en el 

marcador osteogénico hubo un descenso de la expresión con el aumento de la 

edad. Todos estos resultados van en consonancia con los obtenidos en la 

primera parte de nuestro estudio por lo que volvemos a ratificar al Tejido 

Adiposo de Timo como una atractiva y prometedora fuente de actividad 

angiogénica en comparación con el TAS, donde dicha función no parece estar 

afectada por el avance de la edad. Además, cuando se ha estudiado el efecto 

que tiene la edad de los pacientes donantes sobre el potencial de 

diferenciación osteogénico de sus células madre mesenquimales derivadas de 

tejido adiposo, se ha observado un descenso progresivo de la expresión de los 
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genes osteogénicos específicos conforme aumentó la edad del grupo de 

estudio (jóvenes, adultos y edad avanzada) (Choudhery M.S. y col.; 2014),  

como ocurre en nuestros análisis para el TAS, pero no para el TAT, lo cual nos 

hace pensar que el efecto de la edad no influye en el potencial de 

diferenciación que presenta el tejido adiposo tímico, mostrando una vez más 

que se trata de un tejido adiposo que no presenta las deficiencias que 

muestran los tejidos adiposos normalmente utilizados (El-Ftesi S. y col.; 2009). 

El incremento de todos los parámetros endoteliales en relación con la edad en 

ambos tejidos adiposos nos demuestra que el TAT, al igual que otro tejido 

adiposo común como es el TAS, puede ser considerado como fuente de células 

madre mesenquimales con capacidad de diferenciación hacia células 

endoteliales, unas células cada vez más demandadas en ingeniería de tejidos 

debido a la  adecuada vascularización que deben presentar los “nuevos tejidos 

diseñados” (Janeczek Portalska K. y col.; 2012). Además, las células madre 

mesenquimales han mostrado capacidad para formar estructuras capilares en 

medio semisólido (Oswald J. y col.; 2004), y la presencia de suplementos de 

crecimiento resulta crucial para la estabilidad de dichos capilares formados in 

vitro (Janeczek Portalska K. y col.; 2012). En nuestros análisis, las células 

HSaVEC formaron túbulos con la misma eficiencia con independencia del 

medio condicionado en el que se encontrasen y la medida de la longitud total 

de los túbulos formados no mostró diferencias entre ellos, sin embargo la 

consideración de todos los datos analizados anteriormente y éstos nos hacen 

pensar que la ligera tendencia de aumento de longitud de vasos sanguíneos 

con el incremento de la edad que se aprecia en el caso del medio condicionado 

generado por células de la SVF de TAT, mientras que en TAS se aprecia una 
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tendencia de descenso, sea debida al efecto que la edad tiene sobre las 

células derivadas de tejido adiposo que no parece afectar al tejido adiposo 

tímico. Así, el TAT, se presentaría en este sentido como una mejor fuente 

alternativa de progenitores endoteliales respecto al TAS para usar en terapias 

clínicas de reemplazo o sustitución de tejidos o de vascularización de órganos 

artificiales, ya que no habría que considerar el factor “edad” a la hora de su 

utilización. 

 

 La medicina regenerativa y la ingeniería tisular tienen como objetivo 

mejorar la reparación tisular y para lograr regenerar tejidos combinando el 

estudio de factores de crecimiento, biomateriales y células madre 

mesenquimales (Butler D.L. y col.; 2000). Por definición, una célula madre se 

caracteriza por su habilidad para autorenovarse y diferenciarse hacia múltiples 

líneas celulares. Las alternativas de células madre disponibles son: células 

madre embrionarias (ESCs: Embryonic Stem Cells) y células madre adultas o 

células madre mesenquimales (MSCs: Mesenchymal Stem Cells, MSCs). 

Aunque el potencial terapéutico de la ESCs parece enorme debido a su gran 

capacidad de renovación y pluripotencialidad, hay limitaciones prácticas y 

éticas en su utilización, a diferencia de las células adultas que no poseen tales 

limitaciones y que es posible obtenerlas de diversos tejidos (Hass R. y col.; 

2011). La medula ósea siempre ha sido considerada la principal fuente para el 

aislamiento de células madre mesenquimales debido a la alta eficiencia que 

presenta su aislamiento así como a la demostración de su capacidad de 

diferenciación hacia diversos tipos de células de origen mesodérmico (da Silva 

Meirelles L. y col.; 2008), sin embargo, presenta limitaciones considerables; por 
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un lado, la toma de muestras para su posterior aislamiento es un procedimiento 

invasivo y molesto para el paciente y por otro, su eficacia clínica es variable y 

no está muy claro cómo el fenotipo que define a las células madre 

mesenquimales derivadas de médula ósea, así como las características del 

donante, afectan a sus propiedades funcionales (Siegel G. y col.; 2013). Por 

estos motivos se han buscado fuentes alternativas para la obtención de células 

madre mesenquimales como sangre de cordón umbilical, placenta, o tejido 

adiposo, entre otros (Kern S. y col.; 2008). El tejido adiposo está siendo cada 

vez más estudiado y más utilizado para la obtención de células madre 

mesenquimales, entre otros motivos, por la relativa facilidad para la obtención 

de muestras. Con la finalidad de realizar estudios funcionales relacionados con 

terapia celular e ingeniería tisular es necesario partir de poblaciones de células 

madre mesenquimales caracterizadas de modo correcto según las 

recomendaciones sugeridas por la ISCT. Mediante la realización de nuestro 

estudio hemos conseguido aislar células con morfología fibroblastoide de tipo 

adherente in vitro, se ha determinado la expresión de los antígenos CD105, 

CD73 y CD90, así como la ausencia de marcadores hematopoyéticos, y se ha 

inducido su diferenciación hacia osteoblastos y adipoblastos, criterios básicos 

para la caracterización in vitro de células madre mesenquimales. Por todo ello 

demostramos a través de este estudio que es viable obtener, expandir y 

diferenciar células madre mesenquimales procedentes de la fracción vascular 

estromal derivadas de tejido adiposo de timo, así como de subcutáneo, 

cumpliendo con los criterios establecidos por la ISCT para las células madre 

mesenquimales. Además, las células madre mesenquimales procedentes de la 

SVF del TAT presentan ciertas ventajas que las sitúan en una posición más 
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privilegiada respecto a las células madre mesenquimales derivadas de otros 

tejidos adiposos debido a que no parecen verse alteradas por el incremento de 

la edad y a que expresan marcadores propios de células progenitoras 

endoteliales lo que las dotaría de una mayor predisposición y más adecuada 

aplicación para la revascularización de tejidos isquémicos en ingeniería tisular. 

 

 

Finalmente, uno puede asombrarse sobre el hecho de que el tejido 

adiposo de timo pueda resultar de interés como fuente de factores 

angiogénicos y de células madre mesenquimales, a la vista del fácil acceso que 

tienen los restantes tejidos adiposos corporales, tal como es el caso del tejido 

adiposo subcutáneo, e incluso el visceral. Como hemos mencionado 

anteriormente, tanto la enfermedad cardiovascular como la edad incrementan 

el daño de las propiedades angiogénicas que posee el tejido adiposo (El-Ftesi 

S. y col.; 2009), así como la edad del donante incide negativamente en la 

expansión y diferenciación de células madre mesenquimales derivadas de 

tejido adiposo (Choudhery M.S. y col.; 2014), incluyendo al tejido adiposo 

subcutáneo y al visceral, lo cual los convierte en candidatos insuficientes para 

las terapias angiogénicas y de neovascularización de tejidos isquémicos, por lo 

que la grasa de timo puede ser una atractiva y prometedora candidata para 

estas terapias. Parte del tejido usado es desechado en los procedimientos de 

canulación aórtica de la aorta ascendente durante la cirugía cardiovascular de 

pacientes con necesidad de un CPB (Rathore K.S. y col.; 2009. Pacifico A.D. y 

col.; 1986). No obstante, deben considerarse los posibles efectos adversos de 

la eliminación de esta grasa. En la experiencia clínica no nos informan de 
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complicaciones quirúrgicas o morbilidades asociadas a este procedimiento y la 

técnica utilizada es frecuentemente empleada por los cirujanos cardíacos 

(Rathore K.S. y col.; 2009. Pacifico A.D. y col.; 1986). No obstante, últimamente 

se están utilizando técnicas de cirugía no invasiva para abordar el tórax que 

facilitan el acceso a esta grasa por incisiones mínimas y sin necesidad de 

recurrir a intervenciones mayores o complejas cirugías (cirugía toracoscópica). 

Además, los estudios realizados sobre la grasa de timo y la función tímica se 

basan, en la mayoría de los casos, en la escisión y eliminación de la grasa de 

timo durante las intervenciones cardíacas, mostrando, por tanto, la frecuencia y 

seguridad de esta práctica. Por otro lado, la edad máxima a la que el timo 

todavía parece mostrar su función inmunológica residual es a los 49 años 

(Douek D.C. y col.; 2000. Flores K.G. y col.; 1999. Bertho J.M. y col.; 1997) y 

obsérvese que la principal fuente para obtención de tejido adiposo de timo son 

los pacientes isquémicos, los cuales se encuentran en su gran mayoría 

alrededor de los 60-70 años de edad (edad media de los donantes), por lo que 

su eliminación total o parcial no interfiere en la funcionalidad glandular. 

 

 

Los resultados obtenidos en trabajos previos respecto a los 

considerables niveles de factores angiogénicos expresados en al TAT (Salas J. 

y col.; 2009) indican que dicho tejido merece ser estudiado en profundidad con 

el fin de investigar y promocionar su potencial utilidad como un nuevo tejido 

adiposo. Además, tomando en conjunto todos los datos obtenidos en nuestros 

estudios y dándoles una explicación, creemos que la grasa de timo está poco a 

poco cogiendo mayor interés como apropiada fuente de factores angiogénicos 
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frente a los restantes tejidos adiposos y, probablemente, como fuente de 

células progenitoras endoteliales, lo cual nos permite considerar muy 

interesante un profundo estudio de su potencial uso en la regeneración de 

nuevos vasos, especialmente en pacientes con cardiomiopatía isquémica. 

Estas consideraciones pueden parecer especulativas, pero tenemos la 

confianza de que en la exhaustiva caracterización de la población celular del 

estroma derivada del tejido adiposo de timo y de las células progenitoras 

endoteliales de este tejido adiposo, reside la habilidad de estas células 

endoteliales para mejorar la neovascularización pudiendo establecer si esta 

grasa desempeñaría con éxito un papel relevante en medicina regenerativa. 

 

 

El mayor reto de la ingeniería tisular por el momento es la inducción de 

una adecuada vascularización. Numerosos métodos se han utilizado para ello, 

pero con resultados insatisfactorios (Lovett M. y col.; 2009). El Tejido Adiposo, 

órgano endocrino activo con densa vasculatura, secreta una amplia cantidad de 

factores angiogénicos y adipogénicos y parece constituir una atractiva fuente 

de dichos factores bioactivos muy a considerar para las aplicaciones de 

ingeniería tisular. Con los resultados de este trabajo se presenta una nueva 

fuente de tejido adiposo, de factores angiogénicos y de células madre 

mesenquimales con capacidad para diferenciarse en células endoteliales que 

puede ser de gran interés en estudios relacionados con tejido adiposo, 

angiogénesis y neovascularización de tejidos isquémicos. La glándula tímica 

puede perder su función inmunogénica con la vejez, pero creemos que esta 

funcionalidad se sustituye por otra función que merece consideración, a saber, 
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la de tejido adiposo. Aquí, hemos demostrado la funcionalidad angiogénica de 

esta nueva grasa así como su potencialidad como fuente de células madre 

mesenquimales y progenitoras endoteliales. Creemos que nuestro estudio 

abrirá nuevas líneas de investigación relacionadas con adipogénesis, 

expansión del tejido adiposo, angiogénesis y revascularización de tejidos 

isquémicos en medicina regenerativa e ingeniería tisular. 
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CONCLUSIONES 

 

1. En el TAT, los niveles de expresión génica de marcadores angiogénicos, 

adipogénicos y endoteliales se incrementan en sujetos de tercera edad 

comparados con sujetos de mediana edad, mientras que en el TAS 

estos parámetros decaen. 

 
2. La expresión de CD31 y los VEGFs correlaciona significativa y 

positivamente con la edad en el TAT; esta correlación es negativa es el 

TAS. 

 
 

3. La capacidad de inducción angiogénica mostrada por el TAT es mayor 

que la del TAS con independencia de la edad del tejido implantado, por 

lo que el TAT constituye una potente fuente de actividad angiogénica en 

comparación con el TAS que no ve alterada sus características en 

función de la edad del paciente donador. 

 
4. A partir de Tejido Adiposo, tanto de timo como subcutáneo, es posible 

aislar colonias individuales con células adherentes de morfología 

fibroblastoide que pueden ser expandidas en cultivo para cumplir los 

criterios establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular. 

Las células madre mesenquimales de nuestro estudio cumplieron con el 

criterio establecido por la ISCT y con otros aplicados para caracterizar 

colonias de células madre mesenquimales derivadas de Tejido Adiposo 

 
5. Las células madre mesenquimales derivadas del TAT presentan una 

cinética de crecimiento celular normal y equiparable al de células madre 
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mesenquimales obtenidas a partir de otras fuentes, por lo que su doblaje 

poblacional no parece verse afectado por el efecto de la edad del 

paciente, y tienen la capacidad de diferenciarse hacia el linaje de 

adipocitos, osteocitos y células endoteliales. 

 
6. Encontramos evidencias de presencia de marcadores de células 

progenitoras endoteliales en TAT lo que las puede dotar de mayor 

predisposición para su diferenciación hacia células endoteliales, 

situándolas en una posición privilegiada respecto a células madre 

mesenquimales derivadas de otros tejidos adiposos para su utilización y 

aplicación en regeneración tisular e ingeniería de tejidos. 

 
 

7. La edad no afecta la capacidad de diferenciación de las células madre 

mesenquimales de TAT hacia adipocitos, osteocitos y células 

endoteliales por lo que el TAT no muestra las limitaciones que presentan 

los restantes tejidos adiposos respecto a su uso en función de la edad 

del paciente donador. 

 
8. El tejido adiposo adulto de timo, cuyos marcadores adipogénicos, 

angiogénicos y endoteliales aumentan significativamente con el 

incremento de la edad,  constituye una atractiva y prometedora fuente de 

factores angiogénicos y de células madre mesenquimales con capacidad 

para diferenciarse en células endoteliales, en comparación con el TAS, y 

es, probablemente, el candidato más adecuado para ser utilizado en 

terapia celular de sujetos con isquemia cardiaca. 
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Thymus fat as an attractive source of angiogenic factors
in elderly subjects with myocardial ischemia
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Abstract Aging negatively affects angiogenesis
which is found to be linked to declined vascular en-
dothelial growth factor (VEGF) production. Adult hu-
man thymus degenerates into fat tissue (thymus
adipose tissue (TAT)). Recently, we described that
TAT from cardiomyopathy ischemic subjects has an-
giogenic properties. The goal of our study was to
analyze whether aging could also impair angiogenic
properties in TAT as in other adipose tissue such as
subcutaneous (subcutaneous adipose tissue (SAT)).
SAT and TAT specimens were obtained from 35
patients undergoing cardiac surgery, making these tis-
sues readily available as a prime source of adipose
tissue. Patients were separated into two age-dependent

groups; middle-aged (n018) and elderly (n017). An-
giogenic, endothelial, and adipogenic expression
markers were analyzed in both tissues from each
group and correlations were examined between these
parameters and also with age. There were no signifi-
cant differences in subjects from either group in clin-
ical or biological variables. Angiogenic markers
VEGF-A, B, C, and D and adipogenic parameters, per-
oxisome proliferator-activated receptors (PPARγ2),
FABP4, and ADRP showed elevated expression levels
in TAT from elderly patients compared to the middle-
aged group, while in SAT, expression levels of these
isoforms were significantly decreased in elderly
patients. VEGF-R1, VEGF-R2, VEGF-R3, Thy1,
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CD31, CD29, and VLA1 showed increased levels in
TAT from the elderly compared to the middle-aged,
while in SAT these levels displayed a decline with
aging. Also, in TAT, angiogenic and endothelial param-
eters exhibited strong positive correlations with age.
TAT appears to be the most appropriate source of angio-
genic and endothelial factors in elderly cardiomyopathy
subjects compared to SAT.

Keywords Human aging . Ischemic cardiomyopathy .

Adult thymus adipose tissue . Subcutaneous adipose
tissue . Angiogenic factors . Endothelial markers

Introduction

Angiogenesis, the formation of new vessels from
existing vasculature, becomes impaired with age.
The formation of capillaries was first noted to be
decreased in middle-aged rats relative to young
rats (Arthur et al. 1998a), a phenomenon that has
been confirmed subsequently in other animal mod-
els and in humans where it has been shown that
functional impairment of endothelial progenitor
cells from elderly subjects has been shown to
correlate with endothelial dysfunction (Heiss et
al. 2005). Human and murine adipose-derived stro-
mal cells have been shown to release many potent
angiogenic factors and differentiate into endothelial
cells (Miranville et al. 2004; Moon et al. 2006),
which makes adipose tissue an attractive option
and has tremendous potential in the field of ther-
apeutic neovascularization.

It has been shown that the thymus grows rap-
idly during embryonic life and during childhood,
reaching its maximum absolute size in puberty;
thereafter, growth ceases and involutes gradually
until old age, when the gland is often smaller than
at birth (Hale 2004). This age involution is shown
by a decrease in the overall weight of the organ,
associated lymphoid tissue atrophy and replace-
ment by mature adipose tissue (Hale 2004). For
this reason, all the studies carried out on adult
thymus involution have been focused primarily
on the immunological aspect; however, it has nev-
er been considered interesting enough to be stud-
ied as a potential source of humoral and/or
angiogenic factors, even its differential character-
istics, with respect to other adipose tissues, have

never been studied before. Part of this tissue is
discarded in aortic cannulation procedures of the
ascending aorta in cardiovascular surgery in patients in
need of a cardiopulmonary bypass (CPB), making this
tissue a readily available prime source of adipose
tissue.

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is the
first member of angiogenic factors to be cloned and
remains today the best-characterized angiogenic
growth factor (Ferrara et al. 2003). VEGF was first
described as a vascular permeability factor (DvorakHF
et al. 1999) and is recognized as being a potent stim-
ulator of endothelial proliferation and migration
(Wang et al. 2008). Gene targeting studies have dem-
onstrated the critical importance of VEGF for both
vasculogenesis and angiogenesis (Ferrara et al.
1996). It has been proven that white adipose tissue
produces and secretes many different types of proan-
giogenic factors, such as VEGF-A and VEGF-B, the
two key angiogenic factors produced by adipocytes
(Saiki et al. 2006). Other adipose-tissue derived fac-
tors with pro-angiogenic properties are VEGF-C and
VEGF-D, which have been found to be important in
the proper formation and maintenance of the lymphat-
ic network (Asano et al. 2001). As a result, VEGF has
been used in numerous preclinical and early clinical
gene or protein therapy trials with varying degrees of
success (Sosman and Mier 2003). Substantial changes
in the adhesive interactions between cells and the
extracellular matrix (ECM) take place to permit endo-
thelial cell migration during angiogenesis. These inter-
actions are mediated by integrins such as CD29, CD31,
CD49, CD73, CD90, etc. Interactions between these
specific integrins and growth factor receptors such as
VEGF-Rs mediate pro-angiogenic effects (Serini et al.
2008).

We have recently found that thymus fat produ-
ces a variety of angiogenic factors such as angio-
poietin, Tie2, VEGF, VEGF-R1, and VEGF-R2.
Furthermore, human umbilical cord endothelial
cells cultured in the presence of thymus fat extract
displayed enhanced proliferative and migratory
responses, which are two relevant steps in angio-
genesis (Salas et al. 2009). We have also shown
that thymus adipose tissue (TAT) displays similar
inflammatory and anti-inflammatory mechanisms to
those observed in other adipose tissues, including
subcutaneous adipose tissue (Tinahones et al.
2009). These findings lead us to believe that TAT
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is an interesting source of angiogenic factors
which may, in the future, have a relevant role in
promoting angiogenesis and tissue repair. The goal
of our study was to analyze and compare the
variation of expression levels of angiogenic endo-
thelial and adipogenic parameters in human thy-
mus and subcutaneous adipose tissues in relation
to the increase of age, and then to investigate
whether aging impairs the angiogenic properties
in TAT as in subcutaneous.

Material and methods

Patients and adipose tissue collection

The study recruited patients who received a
coronary-artery bypass graft with a CPB in the
Carlos Haya Hospital. The mean number of grafts
used was 3.1 per patient. The subjects operated on
and recruited in this study were individuals with
stable situations and without severe ischemic inju-
ry. Therefore, these subjects were without infarct
or with a previous infarct at least 6 months before
surgery. Moreover, none the subjects of this study
suffered from ischemic peripheral arteriopathy of
the legs which could also alter gene expression
of angiogenic factors. The number of patients
recruited for RNA and protein expression analysis
was n035. The study was carried out on two
groups of patients: the middle-aged group, aged
from 45 to 65 (n018), and the elderly group of
patients with an age of 70 or over. For the flow
cytometry study, the number of patients with sim-
ilar clinicopathological characteristics was 12 (n06
middle aged, and n06 elderly). This study was
approved by the local ethical committee of the
Carlos Haya Hospital, and signed informed con-
sent was obtained from all participating patients by
the Spanish Society of Thoracic and Cardiovascu-
lar Surgery (SECTCV).

The relevant clinical and metabolic characteristics of
these subjects are shown in Table 1. Both subcutaneous
and thymus adipose tissues were obtained at the begin-
ning of the procedure and before heart arrest. The site of
subcutaneous fat harvest was from the chest incision.
Tissues were immediately stored at −80°C for RNA and
protein expression analysis. Fresh tissues were pro-
cessed for flow cytometry.

RNA extraction

Total RNA was isolated from adipose tissue using the
Trizol RNA isolation method (Invitrogen, Carlsbad,
CA) and purified with the RNeasy Lipid kit (Qiagen,
Valencia, CA)

Real-time PCR

The amplifications were performed using a MicroAmp
optical 96-well reaction plate (PE Applied Biosystems)
on an ABI 7500 real-time PCR system (Applied Bio-
systems). RT qPCR reactions were carried out for all
genes using specific TaqMan gene expression assays.
During PCR, the Ct values for each amplified product
were determined using a threshold value of 0.1. The
specific signals were normalized by constitutively
expressed cyclophilin signals using the formula 2−ΔCt.

TaqMan® gene expression assay probes

VEGF-A Hs00173626_m1
VEGF-B Hs00957984_m1
VEGF-C Hs00153458_m1
VEGF-D Hs01128659_m1
VEGF-R1/FLT1 Hs01052935_m1
VEGF-R2/(KDR/Flk-1) Hs00176676_m1
VEGF-R3/FLT4 Hs01047674_m1
CD90/Thy-1 Hs00264235_s1
CD31/PCAM-1 Hs01065279_m1
CD49a/ VLA1 Hs00168433_m1
CD29 Hs00559595_m1
Cyclophilin 4326316E

Western blot analysis

Total proteins from TAT and SAT were extracted
by NE-PER Nuclear and Cytoplasmatic Extraction
Reagents protocol (Pierce). Protein extracts
(30 μg) were separated by SDS-PAGE, blotted
onto a PVDF membrane and then incubated with
specific antibodies (anti-VEGF-A SC-152, anti-
VEGF-B SC8042, anti-VEGF-C SC25783, anti-
VEGF-D SC 80447, anti-VEGF-R3/FLT4 (C-20)
SC321, anti-VEGF-R2/FLK1 (A-3) SC6251, anti-
VEGF-R1/FLT1 (C-17) SC316, anti-FABP4
SC271529 and anti-adipose-differentiation-related
protein (ADRP) SC32888 from Santa Cruz
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Biotechnology). Anti-PPARγ2 MBS603559 was
obtained from My Biosource. Protein signals were
detected by electrochemiluminescence detection Quan-
tity One® software (Bio-Rad Laboratories).

Isolation and expansion of cell derived stromal
vascular fraction from human thymic fat
and subcutaneous adipose tissue

Isolation and expansion of human cell derived
stromal vascular fraction from adipose tissue was
carried out using a procedure modified from Zuck
et al. (2001). Briefly, adipose tissue samples were
harvested from patients who underwent a coronary-
artery bypass graft and transported in Hank's bal-
anced salt solution supplemented with 3 % of
penicillin and streptomycin. Adipose tissue biop-
sies were washed with PBS to remove cellular
debris and dissected into small pieces with enzymatic
digestion in a solution of 0.150% collagenase type I and
1.0 % bovine serum albumin (BSA) for 1 h at 37°C on a
shaking water bath.

Tissue suspension obtained from enzymatic diges-
tion was centrifuged at 500×g for 10 min and floating
adipocytes were separated from precipitated stromal
vascular fraction by decanting, which was filtered
through a 100-μm mesh and centrifuged at 300×g
for 5 min. The cell pellet was re-suspended in
erythrocytes lysis buffer for 10 min at room tem-
perature and, after further centrifuging at 300×g for
5 min, re-suspended in DMEM/F12 supplemented with
10 % fetal bovine serum, 100 μg/mL streptomycin,
100 U/mL penicillin, 2 mM L-glutamine, and 1 μg/mL
of amphotericin B. Cells were plated in tissue culture
flasks and incubated at 37°C in humid atmosphere with

5 % of CO2 for approximately 7 days until 90 % con-
fluence was reached.

Immunophenotype characterization by flow cytometry

Cultured stromal vascular fraction cells (passage
zero and three) were characterized by flow cytom-
etry according to a panel of cell surface markers,
including Thy1/CD90, CD29, and CD49a (eBio-
science). Briefly, 1 × 106 cells/mL were re-
suspended in a blocking buffer solution, containing
PBS supplemented with BSA to 3.0 %, and incu-
bated for 10 min on ice. Cells (1×105) were
aliquoted per polypropylene tube and according
to the instructions of the manufacturer, 10 or
20 μL of mouse antibody solution was added, against
the respective cell surface markers, together with its
corresponding fluorochrome (phycoerythrin [PE], fluo-
rescein isothiocyanate, allophycocyanin, and phycoery-
thrin coupled to the cyanine dye Cy7 [PE-Cy7]). One of
the tubes was destined for the marking of
corresponding isotype controls. All tubes were incu-
bated on ice and protected from light for 30 min.
The cells were washed twice in a blocking buffer solu-
tion and finally re-suspended in 500 μL of PBS
for acquisition of 1×104 events by tube through
a CyAnTM cytometer ADP high-speed analyzer
(Beckman Coulter).

Statistical analysis

The results are given as the mean ± standard error
means (SEM). All clinical parameters are summa-
rized by descriptive statistics. Relationships

Table 1 Clinical and biological
variables of patients

Values are presented as means ±
SEM

Relationships between both
groups were analyzed using the
Mann–Whitney U test

BMI body mass index, HDL-c
high-density lipoprotein choles-
terol, LDL-c low-density lipo-
protein cholesterol

Middle-aged (n018) Elderly (n017) P

Age (years) 45-65 ≥70
Glucose (mg/dL) 131.40±16.94 123.71±19.80 NS

Triglycerides (mg/dL) 132.50±16.30 121.29±17.54 NS

Cholesterol (mg/dL) 119.90±12.92 146.33±9.01 NS

HDL-c (mg/dL) 26.10±1.62 32.67±2.43 NS

LDL-c (mg/dL) 79.20±9.91 95.00±5.54 NS

Uric acid (mg/dL) 4.85±0.29 5.46±0.39 NS

Creatinine (mg/dL) 0.82±0.06 1.00±0.10 NS

Hb1Ac (%) 6.79±0.64 6.27±0.35 NS

BMI (kg/m2) 29.06±0.29 31.52±1.44 NS
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between both groups (elderly and middle-aged) were
analyzed using the Mann–Whitney U test. Correlation
analysis was performed with Spearman’s correlation
coefficient test (r). Partial correlations for controlling
for confounders (BMI, glucose, triglycerides, and cho-
lesterol) were also performed. In all cases, the rejection
level for a null hypothesis was α 0 0.05 for two tails.
The statistical analysis was carried out with the SPSS
software program (Version 15.0 for Windows; SPSS,
Chicago, IL).

Results

Clinical and biological variables of both patient
groups

Table 1 shows that there were no significant differ-
ences in clinical and biological variables between the
two groups.

The comparisons of both TAT and SAT VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, and VEGF-D gene and protein ex-
pression levels between middle-aged adults and elderly
cardiomyopathy ischemic patients.

qPCR analysis showed that TAT VEGF-A gene ex-
pression was significantly increased in elderly patients
compared to the middle-aged group. In contrast, gene
expression of VEGF-A in SAT was significantly de-
creased in elderly patients compared to middle-aged
(Fig. 1a). Also, TAT VEGF-B gene expression was
increased (not significantly) in elderly patients
compared to middle-aged, while in SAT this ex-
pression was significantly decreased in elderly
patients (Fig. 1b). VEGF-C and VEGF-D, which
showed similar expression levels in both SAT and TAT
in the middle age group, were significantly increased in
elderly patients TAT, while in SAT the levels of these
two isoforms were similar in both groups (Fig. 1c, d).

VEGF isoform protein expressions were also ana-
lyzed in both TAT and SAT from middle-aged and
elderly patients. Figure 1e shows evidence of the
presence of protein synthesis of the four VEGF iso-
forms in both TAT and SAT in all subjects. Protein
analyses confirmed the results obtained by real-time
PCR, clearly showing the increase of VEGF isoforms
in TAT from elderly compared to middle-aged. While
in SAT, protein levels of these isoforms were main-
tained similar or even decreased in elderly patients
compared to middle-aged.

The comparisons of TAT and SAT endothelial marker
gene and protein expression levels between middle-
aged adults and elderly cardiomyopathy ischemic
patients

All members of the VEGF family stimulate cellular
responses by binding to tyrosine kinase receptors (the
VEGFRs) on the cell surface. VEGF-R1 (Flt-1),
VEGF-R2 (Flk-1/KDR), and VEGF-R3 (Flt-4) are
known to mediate vasculogenesis (R1 and R2) and
lymphangiogenesis (R3). Figure 2a, b, d show that
VEGF-R1 and VEGF-R2 are highly expressed in
TAT compared to SAT. Furthermore, expression
levels of VEGF-R1 and VEGF-R2 in TAT were higher
in elderly compared to middle-aged patients. In
contrast, in SAT, expression levels of these two
endothelial markers did not show any significant
differences between elderly and middle-aged sub-
jects. VEGF-R3 expression levels in TAT were
similar in both elderly and middle-aged patients,
while in SAT, the gene expression level of this
receptor was significantly lower in elderly com-
pared to middle-aged patients (Fig. 2c), even
though no significant differences in protein expres-
sion were observed between the different groups
and between TAT and SAT (Fig. 2d). It is well-
known that the adhesive interactions between cells
and the extracellular matrix take place to permit
endothelial cell migration during angiogenesis.
These interactions are mediated by integrins which bind
to ligands in the ECM-promoting endothelial cell mo-
tility and proliferation. Here, we assessed whether the
enhancement of angiogenic factor gene expression was
accompanied by an increase in the expression of genes
codifying for markers of endothelial progenitors cells
controlling endothelial differentiation. Figure 3 shows
that TATCD90/Thy-1, CD31/PCAM-1, and CD29 gene
expression levels were significantly increased in elderly
patients compared to middle-aged patients, while these
levels were decreased in the SAT of these individuals
compared to middle-aged patients (Fig. 3a–c). VLA1/
CD49a integrin alpha 1 chain, which is known to com-
bine with beta1 subunit CD29 to form a receptor for
collagen and laminin, was observed to be highly
expressed at both age stages in TAT showing similar
levels in the elderly and middle-aged, while the levels of
this integrin were much lower in SAT compared to TAT,
also, in SAT, these levels were diminished in elderly
compared to middle-aged patients (Fig. 3d). To analyze
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whether gene expression differences were main-
tained in protein expression, endothelial marker

surface expression was analyzed by flow cytometry in
stromal fraction of both adipose tissues. Table 2 shows

Fig. 1 VEGF isoforms mRNA gene and protein expression
in thymus adipose tissue (TAT) and subcutaneous adipose
tissue (SAT) from middle-aged and elderly cardiomyopathy
subjects. a–d VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C and VEGF-D
mRNA expression analysis was performed in TAT and
SAT from two groups of middle-aged (45–65 years old,
n018) and elderly (70<years old, n017) cardiomyopathy
subjects. mRNAs were normalized to cyclophilin levels.
Results were obtained from triplicate and expressed as the

mean ± SEM. Relationships between both groups, elderly
and middle-aged patients, were analyzed using the Mann–
Whitney U test.*p<0.05. e Immunoblotting analysis of
VEGF isoforms. The resulting blot of each isoform was
compared to β-Actin constitutive protein. Density analysis
was carried out by normalizing the samples to β-actin
using NIH's Image-J software program. The blot is repre-
sentative of three independent experiments with different
samples, *p<0.05
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that Thy1/CD90, CD29, and CD49a/VLA1 surface
marker expression was increased in TAT from elderly
patients compared tomiddle-aged, while in SAT, surface
expression of these markers decreased in the elderly

compared to middle-aged group. In TAT, the differ-
ences observed in Thy1/CD90 and CD49a/VLA1
surface expression was significant, while the dif-
ferences observed in CD29 expression were not.

Fig. 2 Endothelial markers mRNA gene and protein expression
in thymus adipose tissue (TAT) and subcutaneous adipose tissue
(SAT) from middle-aged and elderly cardiomyopathy subjects.
a–c Vascular endothelium growth factor receptors mRNA ex-
pression analysis was performed in TAT and SAT from two
groups of middle-aged (45–65 years old, n018) and elderly
(>70 years old, n017) cardiomyopathy subjects. mRNAs were
normalized to cyclophilin levels. Results were obtained from
triplicate and expressed as the mean ± SEM. Relationships

between both groups, elderly (Eld) and middle-aged (M-A)
patients, were analyzed using the Mann-Whitney U test.*P<
0.05. Immunoblotting analysis of VEGF-R1, VEGF-R2, and
VEGF-R3. The resulting blot of each isoform was compared to
β-Actin constitutive protein. Density analysis was carried out by
normalizing the samples to β-Actin using NIH's Image-J soft-
ware program. The blot is representative of three independent
experiments with different samples, *p<0.05
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The comparisons of TAT and SAT adipogenic gene
and protein expression levels (PPARγ2, ADRP,
and FABP4) between middle-aged adults and elderly
cardiomyopathy ischemic patients

qPCR analysis showed that PPARγ2, ADRP, and
FABP4 gene expression levels were significantly
increased in elderly patient TAT compared to the
levels observed in middle-aged TAT, while in SAT
these levels were maintained or slightly diminished

(Fig. 4a–c). Western blotting analysis showed that
even protein levels of PPARg2 and ADRP were
elevated in SAT from middle-aged subjects com-
pared to TAT; these levels were significantly de-
creased in SAT from elderly compared to middle-
aged, while in TAT the levels of these two adipo-
genic markers were increased in elderly subjects.
FABP4 protein levels in middle-aged patients were
higher in SAT than in TAT, but in elderly subjects
these levels were significantly increased in TAT

Fig. 3 Integrin markers mRNA gene expression in thymus
adipose tissue (TAT) and subcutaneous adipose tissue (SAT)
from middle-aged and elderly cardiomyopathy subjects. a–d
integrin markers (Thy1/CD90, CD29, and VLA1/CD49a)
mRNAs expression analysis was performed in TAT and SAT
from two groups of middle-aged (M-A) (45–65 years old, n018)

and elderly (Eld) (>70 years old, n017) cardiomyopathy sub-
jects. mRNAs were normalized to cyclophilin levels. Results
were obtained from triplicate and expressed as the mean ± SEM.
Relationships between both groups, elderly and middle-aged
patients, were analyzed using the Mann–Whitney U test. *p<
0.05

Table 2 Flow cytometry analysis to quantify endothelial markers, Thy1/CD90, CD29, and CD49a/VLA1, cell-surface expression in
stromal vascular fraction from both TAT and SAT from middle-aged and elderly cardiomyopathy subjects

TAT SAT

Middle-aged Elderly Middle-aged Elderly

(n06) (n06) (n06) (n06)

Thy1/CD90 90.95±2.31 97.78±3.35* 95.25±9.41 83.95±7.41*

CD29 96.31±2.56 98.15±6.91 97.17±6.43 85.35±13.65*

CD49a/VLA1 48.02±5.21 53.95±1.49* 26.02±1.85 21.85±2.95

Stromal vascular fraction cells were prepared for flow cytometry as described in “Material and methods”. Data represent the percentage
of cell staining for cellular surface markers from stromal vascular fractions from both subcutaneous (SAT) and thymus (TAT) adipose
tissues. Values presented in the table depict average±SEM of three independent experiments. Relationships between both groups,
elderly and middle-aged patients, were analyzed using the Mann–Whitney U test *p<0.05
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reaching the levels detected in SAT, where protein
levels of this adipogenic marker were maintained

similar in middle-aged and elderly patients
(Fig. 4d).

Fig. 4 Adipogenic markers, PPARγ, ADRP, and FABP-4
mRNA gene and protein expression in thymus adipose
tissue (TAT) and subcutaneous adipose tissue (SAT) from
middle-aged and elderly cardiomyopathy subjects. a–c
PPARγ, ADRP, and FABP-4 mRNA expression analysis
was performed in TAT and SAT from two groups of
middle-aged (M-A) (45–65 years old, n018) and elderly
(Eld) (>70 years old, n017) cardiomyopathy subjects.
mRNAs were normalized to cyclophilin levels. Results were
obtained from triplicate and expressed as the mean ± SEM.

Relationships between both groups, elderly and middle-aged
patients, were analyzed using the Mann–Whitney U test.*p
<0.05. d Immunoblotting analysis of PPARγ, ADRP, and
FABP-4. The resulting blot of each isoform was compared
to β-Actin constitutive protein. Density analysis was carried
out by normalizing the samples to β-Actin using NIH's
Image-J software program. The blot is representative of
three independent experiments with different samples,*p<
0.05
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Correlative analysis

Correlative analysis of cardiomyopathy ischemic patients
age and angiogenic markers gene expression in TAT
showed a strong positive and significant correlation be-
tween these parameters, especially CD31, VEGF-A,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-R1, VEGF-R2, and VEGF-
R3 which were highly correlated with age (Table 3).
Next, partial correlation analysis was used to determine
the strength of the association of these angiogenic
markers gene expression levels in TAT with age, after
controlling for other clinical covariates including glucose,
BMI, triglyceride, and cholesterol (Table 4). Partial cor-
relation analysis showed that expression levels of CD31,
VEGF-R1, VEGF-R2, VEGF-A, and VEGF-C were in-
dependently correlated with age, indicating that this sig-
nificant association was not mediated by glucose, BMI,
triglycerides, or cholesterol. However, the correlations of
VEGF-R3 and VEGF-D with age were eliminated
when glucose, BMI, triglycerides and cholesterol were
controlled.

Moreover, when we analyzed the correlation be-
tween adipogenic (PPARγ2, FABP-4, and ADRP)
and angiogenic (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-R1, VEGF-R2, and VEGF-R3)
markers in TAT, we observed strong positive correla-
tions between these parameters (Table 5), while in
subcutaneous adipose tissue these correlations were
negative (data not shown).

Discussion

Currently, subcutaneous and visceral adipose tis-
sues are the most suitable sources of angiogenic
factors on offer (Rehman et al. 2004) and an ap-
propriate candidate for tissue engineering and neovas-
cularization (Kondo et al. 2009). However, recently,

most investigations indicate that aging seriously
impairs the angiogenic properties of these adipose
tissues (El-Ftesi et al. 2009; Efimenko et al. 2011).
Even so, and because of ease of access, these adipose
tissues remain the most suitable source of angiogenic
factors and progenitor cells with a potential to improve
neovascularization of ischemic tissues (Efimenko et al.
2011).

In this work and for the first time, we offer an
attractive new source of adipose tissue and angiogenic
factors, the adult thymus adipose tissue, which does
not appear to impair its angiogenic properties with
ageing; on the contrary these characteristics are signif-
icantly increased with aging.

To our knowledge, this is the first report that shows
that in elderly cardiomyopathy ischemic subjects,
whereas the expression levels of angiogenic and en-
dothelial markers declined in subcutaneous adipose
tissue, thymus fat showed an increase in gene expres-
sion of these parameters in comparison with middle-
aged subjects. Likewise, adipogenic marker gene ex-
pression showed an increase in TAT from elderly sub-
jects compared to middle-aged, while in SAT they
showed a decrease. Moreover, in TAT, expression
levels of CD31, VEGF-A, VEGF-C, VEGF-R1, and
VEGF-R2 correlated significantly and positively with
age independently of any confounder clinical covari-
ates, including BMI, glucose, cholesterol and trigly-
cerides. Interestingly, the associations of VEGF-D and
VEGF-R3 with age were eliminated when controlling
BMI, glucose, cholesterol, and triglycerides, suggest-
ing that these clinical parameters have confounding
effects on lymphangiogenic parameters, while angio-
genic factors seem to be independent of these clinical
covariates in TAT from these patients. On the other
hand, in subcutaneous adipose tissue the correlations
between all these angiogenic markers and age were
negative. These latest data confirmed previous data
showing that aging impairs angiogenesis and
decreases expression levels of several angiogenic fac-
tors (El-Ftesi et al. 2009; Efimenko et al. 2011; Arthur
et al. 1998b). In fact, it has been shown that adipose
tissue angiogenic function is impaired in elderly sub-
jects, suggesting that this decline may impair the use
of adipose tissue as a source of autologous endothelial
progenitor cells, potentially useful for cardiovascular
repair in elderly patients (Madonna et al. 2011). Other
studies carried out on rodents have shown that aged
mice adipose tissue stem cells displayed decreased

Table 3 Analysis of correlation
between the expression of an-
giogenic markers in TAT and age
of cardiomyopathy ischemic
patients

Correlations were determined by
Spearman’s correlation coeffi-
cient test

*p<0.05; **p<0.01

Age (r)

CD31 0.446**

VEGF-A 0.469**

VEGF-C 0.339*

VEGF-D 0.397*

VEGF-R1 0.504**

VEGF-R2 0.463**

VEGF-R3 0.372*
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angiogenic properties compared to adipose tissue stem
cells from younger mice (Efimenko et al. 2011).

We recently showed that the VEGF isoform most
expressed in TAT is VEGF-A and VEGF-B compared
to other isoforms of these angiogenic factors (VEGF-
C, VEGF-D, etc.) (Tinahones et al. 2009). These an-
giogenic factors are key regulators of angiogenesis
and vasculogenesis (Oosthuyse et al. 2001; Carmeliet
et al. 1996). In the present study, we observed
that TAT, despite having lower expression levels in
middle-aged subjects compared to SAT of VEGF-A
and VEGF-B, these two angiogenic factors increased
significantly in TAT from elderly subjects while in
SAT this factor showed a clear and significant de-
crease. Moreover, whereas in SAT, VEGF-C, and
VEGF-D expression levels did not show any differ-
ence with aging, TAT showed a clear increase in

elderly subjects compared to the middle-aged. Both
isoforms are known to play a pivotal role in the rise of
lymphangiogenesis (Karkkainen et al. 2004; Stacker et
al. 2001). Besides, when analyzing endothelial marker
gene expression, similar profiles, such as angiogenic
factors, were observed showing a noticeable and sig-
nificant increase of these parameters in TAT from
elderly subjects while in SAT these levels were dras-
tically or highly decreased. Additionally, most of the
angiogenic and endothelial marker gene expression
levels showed positive and significant correlation with
age in TAT. All together, these data visibly indicate
that in elderly subjects, TAT thymus fat is a promising
and attractive source of angiogenic activity compared
to subcutaneous adipose tissue.

In reality, age involution of the adult human thymus
would consist of the replacement of its immunogenic

Table 4 Partial correlations between the expression of angiogenic markers in TAT, from cardiomyopathy ischemic patients, and age
controlling for glucose, triglycerides, BMI, and cholesterol

Confounders covariates Glucose Triglycerides BMI Cholesterol

Age (r) Age (r) Age (r) Age (r)

CD31 0.647* 0.672** 0.448** 0.639*

VEGF-R1 0.727*** 0.588** 0.529*** 0.607*

VEGF-R2 0.678*** 0.526** 0.482** 0.522**

VEGF-A 0.698** 0.529* 0.512** 0.525**

VEGF-C 0.574* 0.578* 0.395* 0.650*

*p<0.05; **p<0.01;***p≤0.005

Table 5 Correlation analysis of angiogenic and adipogenic marker gene expression in cardiomyopathy ischemic TAT

(r) VEGF-R1 VEGF-R2 VEGF-R3 PPARγ2 ADRP FABP4 CD31

VEGF-A 0.955** 0.979** 0.456** 0.653** 0.744** 0.393*

VEGF-B 0.392* 0.306* 0.395*

VEGF-C 0.320* 0.385* 0.389* 0.364* 0.371*

VEGF-D 0.461** 0.522** 0.338* 0.574*** 0.565**

VEGF-R1 0.386* 0.459**

VEGF-R2 0.417* 0.282*

VEGF-R3 0.419*

PPARγ2 0.386* 0.417*

FABP4 0.327*

ADRP 0.380*

Correlations were determined by Spearman’s correlation coefficient test

ADRP adipose differentiation-related protein, FABP-4 fatty acid-binding protein 4, PPPAγ2 peroxisome proliferator-activated receptor
gamma2, VEGF vascular endothelial growth factor, VEGF-R vascular endothelial growth factor receptor

*P<0.05; **P<0.01;***P≤0.005
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composition by adipose tissue. This fact is obviously
appreciated by the increase of adipose thymus mass
throughout life. This consideration could be corroborat-
ed here by the analysis of adipogenic factors which
showed a significant increase of gene and protein ex-
pression of these parameters in TAT from elderly sub-
jects, while in SAT, these markers showed a significant
decrease remaining at lower levels than those detected in
elderly TAT. Moreover, the fact that angiogenic factors
showed significant strong positive correlations with adi-
pogenic markers, leads us to believe that the increase of
angiogenic properties could be due to the increase of
adipose mass throughout life, as it is well-known that
angiogenesis is linked to adipogenesis (Cao 2007).

Finally, one could wonder why thymus adipose tissue
should be of interest as an angiogenic source, in view of
easy access to other body adipose tissues such as sub-
cutaneous. As we mentioned above, cardiovascular dis-
ease and age increase impairs angiogenic properties of
adipose tissues, including subcutaneous and visceral,
which make them insufficient candidates for angiogenic
therapies and for neovascularization of ischemic tissues
(El-Ftesi et al. 2009). Thymus fat could be an attractive
and promising candidate for these therapies. To note that
the largest sources of thymus adipose tissue are ischemic
patients, which in the great majority are usually over the
age of 60. Part of this tissue used to be discarded in
aortic cannulation procedures of the ascending aorta in
cardiovascular surgery in patients in need of a CPB
(Rathore et al. 2009; Pacifico et al. 1986). Taking into
account all data obtained in this study, we believe that
thymus fat is slowly becoming of interest as the most
appropriate source of angiogenic factors and probably
endothelial progenitor cells, which leads us to consider
motivating the study for its potential use in the regener-
ation if new vessels, especially in cardiomyopathy is-
chemic patients. These considerations may seem
speculative, but we have faith that characterizing thy-
mus adipose tissue-derived stromal cell population and
endothelial progenitor cells in this adipose tissue, be-
sides the ability of these endothelial cells to improve
neovascularization, would clarify all these concerns and
would establish whether this fat could have a relevant
role in regenerative medicine.
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