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El fotoenvejecimiento es un proceso complejo caracterizado por un conjunto de 

alteraciones cutáneas inducidas por la exposición continuada a la radiación UV-

B y el consecuente estrés oxidativo celular. 

Actualmente, la terapia celular con células madre mesenquimales (MSCs) surge 

como una alternativa prometedora en la prevención del fotoenvejecimiento, 

gracias a su capacidad de regeneración celular, sus propiedades pro-

angiogénicas y su protección frente al estrés oxidativo. Sin embargo, a pesar de 

su potencialidad terapéutica, la utilización de MSCs no está exenta de 

dificultades, fundamentalmente relacionadas con el mantenimiento de su 

viabilidad, propiedades y función antes y después de la implantación in vivo. 

Para hacer frente a estas limitaciones se han desarrollado distintas estrategias 

de pre-acondicionamiento in vitro de las MSCs basadas, entre otras, en 

incrementar la resistencia frente al estrés oxidativo mediante su exposición 

durante un corto periodo de tiempo a bajas concentraciones de H2O2. Dicho pre-

acondicionamiento permite además estimular la actividad paracrina de dichas 

células, la cual puede reducir los factores pro-inflamatorios y limitar el 

desarrollo de fibrosis.  

En este trabajo hemos demostrado, en primer lugar, que las células madre 

mesenquimales humanas derivadas de tejido adiposo (hASCs, unas de las más 

frecuentemente utilizadas en medicina regenerativa) poseen mayor resistencia 

frente al efecto nocivo de la radiación UV-B respecto a la de los HFFs. En segundo 

lugar, que el pre-acondicionamiento de las hASCs con H2O2 aumenta la 

capacidad de respuesta de estas células al estrés oxidativo causado por la 

radiación UV-B, evidenciado por la mayor actividad del sistema antioxidante 

celular inducido por Nrf2, el aumento de su viabilidad y de su capacidad de 

migración. En tercer lugar, hemos demostrado, que el tratamiento con el medio 

acondicionado (CM) de las hASC preacondicionadas (PC/CM) ejerce un efecto 

citoprotector de los HFFs frente al daño lesivo de la radiación UV-B, demostrado 
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por un aumento de la viabilidad y disminución del porcentaje de apoptosis y de 

senescencia de estas células. Además, ante dichas condiciones lesivas, se 

reducen la síntesis de MMP-1 y el efecto deletéreo de dicha radiación sobre la 

capacidad migratoria y sobre la síntesis de colágeno tipo I de dichas células, 

fundamentales en el proceso de remodelación de la MEC y de regeneración 

dérmica. 

En conclusión, el tratamiento con el CM de las hASCs pre-acondicionadas con 

H2O2 ejerce un efecto protector de los HFFs frente a la radiación UV-B, lo que 

sugiere que la actividad paracrina de los derivados de las hASCs puede resultar 

una terapia prometedora en la prevención del fotoenvejecimiento.  
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I.1. LA PIEL: ALTERACIONES DE SUS COMPONENTES EN EL 

ENVEJECIMIENTO  

La piel es el órgano más grande del cuerpo humano con funciones primordiales 

para su supervivencia. Es una cubierta externa que actúa, por un lado, como 

barrera protectora, lo que permite mantener íntegras sus estructuras, y por otro 

lado, constituye un complejo sistema de comunicación con el entorno; 

asimismo, provee información inmunitaria y participa en la homeostasis 

mediante la regulación de la temperatura corporal y la pérdida de agua 1,2. 

Además de sus funciones biológicas, la piel desempeña un papel muy 

importante en la estética corporal. Así, nuestra apariencia física influye en el 

bienestar emocional, mental y psicosocial 3. 

Estructuralmente, la piel se divide en tres capas bien diferenciadas por su 

estructura tisular y su origen embriológico: la epidermis, un epitelio que deriva 

del ectodermo, la dermis y la hipodermis, tejidos conectivos que derivan del 

mesodermo 4 (figura 1).  

Epidermis 

La epidermis es la capa más externa de la piel. Se trata de un epitelio plano 

estratificado con diferentes grados de queratinización, cuya población celular se 

renueva constantemente desde su estrato basal hasta el apical, cada 30-40 días 

5,6. Los queratinocitos representan más del 95% del total de las células de esta 

capa, mientras que el 5% restante corresponde a melanocitos, células del 

sistema inmune (células de Langerhans) y células implicadas en la sensibilidad 

táctil (células de Merkel) 7. Al igual que el resto de los epitelios, la epidermis 

carece de vascularización. Está organizada en cinco estratos del exterior al 

interior: el estrato córneo, el estrato lúcido (sólo presente en la piel gruesa, 

como la de la planta de los pies), el estrato granuloso, el estrato espinoso y el 

estrato basal 2. Su función principal es proteger la piel de los factores 
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ambientales como la polución o la radiación solar, así como de los 

microorganismos, y evitar una excesiva pérdida o absorción de agua.  

Dermis 

La dermis es la capa de tejido conjuntivo que se encuentra inmediatamente 

debajo de la epidermis. Ambas capas se encuentran separadas entre sí por la 

membrana basal. La dermis está constituida por una matriz extracelular en la 

que predominan las fibras de colágeno (alrededor de un 80-90% del tipo I y un 

10-20% del tipo III) y fibras elásticas que aportan elasticidad y resistencia a la 

piel, además de una sustancia fundamental amorfa hidratada 8. La población 

celular de la dermis incluye los fibroblastos, que son las células encargadas de 

sintetizar los componentes de la matriz extracelular (MEC), y células del sistema 

inmune (mastocitos, macrófagos y células dendríticas).  

Hipodermis 

Es una capa de espesor variable, localizada en un plano más profundo que la 

dermis. Está constituida fundamentalmente por tejido adiposo, siendo un 

importante lugar de almacenamiento de energía y funcionando al mismo 

tiempo como aislante térmico. El componente celular mayoritario son los 

adipocitos, además de fibroblastos, macrófagos y células madre de origen 

mesenquimal. Esta capa conecta la dermis con el músculo y el hueso 5. 
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Figura 1. Estratos y componentes celulares de la piel.  

 

La piel, al igual que el resto de los órganos, también envejece. Con el paso del 

tiempo, se produce una pérdida progresiva de la función y la estabilidad 

estructural de este órgano. Así, durante el proceso de envejecimiento disminuye 

el ritmo de reemplazo de células epidérmicas, lo que puede explicar que la 

cicatrización de heridas sea más lenta y una descamación de los queratinocitos 

superficiales menos eficaz 7. Por otro lado, en la capa dérmica se identifican una 

serie de alteraciones como: i) la acumulación de elastina inmediatamente 

debajo de la unión demo-epidérmica, alteración conocida como elastosis, ii) la 

atrofia y fragmentación de las fibras de colágeno, y iii) la disminución de la 
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superficie de la interfaz dermo-epidérmica, lo que contribuye a una mayor 

fragilidad de la piel y a una menor transferencia de nutrientes entre la dermis y 

la epidermis 7. Por su parte, la hipodermis también sufre modificaciones en su 

estructura y volumen debidas a la pérdida del tejido adiposo subcutáneo y la 

degradación del colágeno, lo que conlleva a alteraciones en las propiedades 

mecánicas de las capas adyacentes 9. 

El envejecimiento de este este órgano puede producirse como consecuencia de 

procesos intrínsecos y extrínsecos. El envejecimiento intrínseco es un proceso 

fisiológico inevitable que ocasiona el adelgazamiento y deshidratación de la piel 

apareciendo pliegues finos y una atrofia dérmica gradual. Por su parte,  el 

envejecimiento extrínseco (responsable del 80% del envejecimiento cutáneo) 

está causado por factores ambientales externos (como la exposición a la 

radiación ultravioleta o la contaminación del aire) y por el estilo de vida 

(tabaquismo, alimentación, sueño o estrés), lo que conlleva la aparición de 

pliegues cutáneos más gruesos, pérdida de elasticidad, sequedad y 

pigmentación irregular 10. 

La pérdida sustancial de función de la piel debida al envejecimiento es un área 

de interés importante para los sectores farmacéutico y cosmético en todo el 

mundo. Se requiere una cantidad considerable de gasto e inversión económica 

para desarrollar productos destinados a retrasar o revertir el envejecimiento 11.  

Aunque la mayoría de las investigaciones y tratamientos se centran en 

minimizar o revertir los signos visibles y estéticos no deseados del 

envejecimiento de la piel, el deterioro cutáneo es más que un simple problema 

cosmético. La piel envejecida es más propensa a padecer una amplia variedad 

de patologías. En conjunto, estas enfermedades son la cuarta causa más común 

de todas las patologías no mortales, afectando a un tercio de la población 

mundial 12, 13. Entre ellas, caben citar eczemas, dermatitis alérgica y de contacto, 

enfermedades autoinmunes con manifestaciones cutáneas y queratosis 
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seborreicas 14. Por otro lado, existen multitud de trastornos dermatológicos con 

un impacto significativo en la calidad de vida de las personas como heridas, 

quemaduras, infecciones cutáneas y procesos tumorales como el carcinoma 

basocelular y de células escamosas y el melanoma maligno 14.  El cáncer de piel 

es responsable del 60% de las muertes relacionadas con la piel (figura 2) 5. Según 

datos de la OMS, se estima que uno de cada tres cánceres diagnosticados es un 

cáncer de piel y que cada año se diagnostican entre 2 y 3 millones de casos 

nuevos de carcinomas originados en la epidermis a nivel mundial 15. 

 

Figura 2. Porcentaje de mortalidad ocasionada por patologías cutáneas en EE. UU. 

(Gould y cols. 5). 

 

El factor etiológico más frecuente de las patologías cutáneas es la exposición a 

la radiación ultravioleta (UV). En este contexto, el alto grado de concienciación 

social acerca del efecto nocivo de una excesiva y no controlada exposición a la 

radiación solar ha llevado a los investigadores a buscar niveles de protección 

cada vez más elevados. Como consecuencia, se están desarrollando estrategias 

de investigación para identificar nuevos ingredientes activos y agentes de 

fotoprotección más eficaces. 
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I.2. FOTOENVEJECIMIENTO 

El principal factor que afecta al envejecimiento de la piel inducido por factores 

extrínsecos es la exposición continuada a la radiación UV. Este proceso se 

conoce como fotoenvejecimiento.  

Descubierta a principios del siglo XIX por Johann Wilhelm Ritter, la radiación 

electromagnética UV es invisible para el ojo humano, con una longitud de onda 

comprendida entre los 100 nm y los 400 nm, más corta que la longitud de onda 

de la luz visible (400-780 nm) y más larga que la de los rayos X (0.01-10 nm). 

Dentro de la radiación UV, se establecen los siguientes tres rangos en función 

también de su longitud de onda y, por tanto, del nivel de energía que trasmiten 

(figura 3): 

Radiación UV-A (320-400 nm) 

Se divide a su vez en dos bandas, UV-A1 (340-400 nm) y la UV-A2 (320-340 nm). 

La radiación UV-A1 representa hasta un 95% del total de la radiación UV, es la 

de menor energía y prácticamente no se absorbe en la capa de ozono. Aunque 

tiene poca capacidad para producir eritema, ocasiona con frecuencia 

alteraciones en la pigmentación de la piel. Penetra hasta la capa más profunda 

de la dermis, afectando al normal funcionamiento de las células, a los vasos 

sanguíneos y a las fibras de colágeno. Además, genera daños indirectos en el 

ADN a través de la producción de especies reactivas del oxígeno (ROS, del inglés 

Reactive Oxygen Species) 16,17. La radiación UV-A2 tiene menor capacidad de 

penetración, alcanzando la dermis superficial, genera también la producción de 

radicales libres y puede provocar fotosensibilidad y fotoenvejecimiento. 

Radiación UV-B (290-320 nm) 

Incluye cerca del 5 al 10% del espectro completo de la radiación UV que llega a 

la superficie terrestre. Es la responsable de los efectos biológicos más 
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importantes, como la síntesis de vitamina D3, pero también de las quemaduras 

solares, desórdenes de pigmentación de la piel, daño directo en el ADN a través 

la formación de dímeros de ciclobutano pirimidina (CPDs) y fotoproductos de 6-

4 pirimidina-pirimidona (6-4 PPs), fotoenvejecimiento, inmunosupresión o 

carcinogénesis 18,19. La mayor parte de la radiación UV-B es absorbida en el 

estrato córneo, sin embargo, en torno al 10-30%  puede atravesar la epidermis, 

alcanzando la dermis e hipodermis 20. 

Radiación UV-C (100-290 nm) 

Esta radiación corresponde a la de mayor energía, pero es absorbida casi en su 

totalidad por la capa de ozono. Causa eritema y posee importantes propiedades 

mutagénicas, siendo la más peligrosa para la piel. Posee también efectos 

beneficiosos, por su capacidad bactericida, por lo que es la radiación que se 

utiliza  en  las lámparas germicidas 17. 

 

Figura 3. Espectro de longitudes de onda de la radiación solar y sus efectos sobre la piel. 
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La radiación UV es absorbida por gran cantidad de macromoléculas como el 

ARN, el ADN, la melanina, las proteínas o los aminoácidos aromáticos (por 

ejemplo, el triptófano y la tirosina), entre otros 21. Las regiones de estas 

moléculas capaces de absorber la energía obtenida de la radiación se 

denominan cromóforos. Estos cromóforos absorben eficientemente la radiación 

de alta energía y, en menor medida, la radiación de baja energía; por ello, las 

longitudes de onda más bajas penetran menos en la piel, aunque tengan mayor 

energía 22.  

La absorción de la radiación genera reacciones fotoquímicas complejas 

responsables tanto de los efectos beneficiosos como perjudiciales para la salud. 

Los efectos positivos incluyen la síntesis de vitamina D, la síntesis de péptidos 

precursores de hormonas como las endorfinas y las neurohormonas, y en 

exposición controlada su efecto anti-inflamatorio e inmunosupresor mediante 

la inducción de la apoptosis de las células T, permite su uso terapéutico en 

diferentes trastornos de la piel como la psoriasis, la dermatitis atópica y el 

vitíligo 23,24. Pero, una exposición excesiva a la radiación UV puede provocar 

efectos adversos, entre los que se incluyen la inflamación (caracterizada 

externamente por las quemaduras solares o eritema), inmunosupresión, 

fotosensibilidad, fotoenvejecimiento y carcinogénesis 25,26 (figura 4).   

 

Figura 4. Efectos biológicos de la radiación UV en la salud humana. 
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El fotoenvejecimiento está caracterizado por la pérdida de la elasticidad, 

sequedad, aparición temprana de arrugas, alteraciones en la pigmentación y 

aumento en el grosor de la piel 27,28. En casos más graves, puede producir 

lesiones pre-tumorales como la queratosis solar, o tumores como el carcinoma 

de células escamosas y el melanoma maligno 29. 

Así, el fotoenvejecimiento está asociado a diversos trastornos en las distintas 

capas de la piel (tabla 1): alteraciones en el número y presencia de atipias 

celulares en la epidermis, disminución de los componentes fibrilares de la unión 

dermo-epidérmica, y alteraciones en la composición de la MEC de la dermis 

(desorganización y disminución del componente fibrilar, disminución y 

malformaciones de la microvasculatura,  acumulación de glicosaminoglicanos y 

alteraciones en el número de células) 30.  

Tabla 1. Cambios clínicos e histológicos causados por el fotoenvejecimiento de la piel. 

Tabla adaptada de Riahi y cols. 31.  

Apariencia Correlación histológica 

Epidermis 

Piel atrofiada 
Disminución del número de células basales con 
reducción en la producción de queratinocitos 

Piel gruesa Acantosis (hiperplasia) 

Desarrollo de lesiones 
precancerosas y 

cancerosas 
Atipia nuclear epidérmica 

Alteraciones de la 
pigmentación 

Inicialmente, hiperplasia reactiva de melanocitos, 
seguida de una disminución en su número 

SCC* Disminución del número de células de Langerhans 

Unión dermo-epidérmica 

Fragilidad de la piel Disminución de fibrillas de anclaje (colágeno VII). 
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Disminución de las proyecciones microvellosas de 
las células basales en la membrana basal 

Dermis 

Textura áspera 
Acumulación de glicosaminoglicanos en material 

elastótico anormal 

Piel arrugada 
Desorganización de los filamentos de colágeno; 

reducción del colágeno I y III 

Fragilidad vascular 
Disminución de capilares sanguíneos. 

Vasos sanguíneos ectásicos con paredes 
engrosadas o atróficas 

Hiperplasia sebácea Hiperplasia de las glándulas sebáceas 

SCC* Aumento de histiocitos y linfocitos perivasculares 

* (Sin correlación clínica). 

 

I.2.1. Alteraciones celulares y moleculares de la piel fotoenvejecida 

El ADN es la molécula intracelular capaz de absorber la radiación UV que 

provoca las consecuencias más graves en las células. De manera directa, las 

bases del ADN pueden absorber la energía de los fotones, ocasionando un 

reordenamiento estructural de los nucleótidos. De este modo, las bases de 

pirimidina pueden formar nuevos enlaces con pirimidinas adyacentes, lo que 

genera CPDs y 6-4 PPs que alteran la estructura de doble hélice, inhibiendo su 

replicación y transcripción 32. Como consecuencia, se activan múltiples vías de 

señalización celular relacionadas con la reparación del ADN, la proliferación, la 

diferenciación, la senescencia, la degradación del tejido conectivo y la 

inflamación 19,33. Por otro lado, la absorción celular de la energía de la radiación 

UV puede ocasionar una mayor producción de ROS, lo cual, induce daño 

indirecto en el ADN nucleico y mitocondrial derivado de la oxidación de la 

guanina en 8-oxoguanina (8-oxoG). Además, dichos ROS también inducen la 
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peroxidación lipídica y proteica 30,34. El incremento de los niveles de ROS 

desencadena a su vez un desequilibrio entre la producción y la degradación de 

los componentes de la MEC, responsables de proporcionar soporte estructural 

y funcional a la piel. 

Como consecuencia de las alteraciones moleculares señaladas, se derivan una 

serie de alteraciones histopatológicas de la piel fotoenvejecida, entre las que 

destacan, el incremento de la población celular senescente, la disminución de la 

síntesis de colágeno, el aumento en la expresión de metaloproteinasas de matriz 

extracelular (MMPs) y la degradación de la elastina. 

I.2.1.1. Incremento de la población celular senescente  

La senescencia celular fue descrita por primera vez a principios de la década de 

1960 por L. Hayflick 35. Puede definirse como una parada irreversible de la 

proliferación y una resistencia a los estímulos mitogénicos por parte de células 

competentes para la proliferación 36. Se conoce con el nombre de senescencia 

replicativa, estando caracterizada por la parada irreversible del ciclo celular en 

la fase G0/G1.   

Además de la senescencia celular asociada al agotamiento de la capacidad 

proliferativa de las células y al acortamiento crítico de los telómeros, estudios 

más recientes han demostrado que existen otros estímulos que pueden inducir 

senescencia celular, independientemente del número de duplicaciones que 

haya acumulado una célula. Así, el estrés oxidativo, la exposición a la radiación 

UV, la hiperoxia, el deterioro de la autofagia o la inhibición del proteosoma 

pueden inducir la senescencia prematura inducida por estrés (SIPS) 37,38. 

Dependiendo de la naturaleza del estrés, su intensidad y el tipo de célula 

afectada, cualquier célula estresada puede bloquear transitoriamente su ciclo 

celular, dando tiempo a la célula para reparar el daño y, después, reiniciar la 

división celular o entrar en apoptosis si el daño es excesivo.  
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Las células senescentes muestran un fenotipo definido por características tales 

como el aumento del tamaño celular y de la actividad de la enzima β-

galactosidasa (β-gal), la pérdida del potencial replicativo, el aumento de la 

biogénesis de lisosomas, la disminución de la velocidad de síntesis y degradación 

de proteínas, y la alteración en la regulación y expresión de genes específicos. 

En el caso concreto de los fibroblastos humanos senescentes, se observa un 

incremento en la expresión de colagenasa y estromelisina, y disminuye la 

expresión de los inhibidores de MMPs 1 y 3 (TIMP-1 y -3) 39. 

Las células senescentes secretan moléculas que influyen en el microambiente 

celular y tisular, expresando estas células un fenotipo secretor asociado a la 

senescencia (SASP). Existen tres categorías dependiendo del tipo de moléculas 

secretadas: i) quimiocinas como GRO -α y -β (oncogén relacionado con el 

crecimiento) y citocinas inflamatorias (IL-1, IL-6 e IL-8, entre otras), ii) proteasas 

de remodelación de matriz (MMP-1 y MMP-3) y iii) factores de crecimiento y 

proteínas asociadas como, IGFBP (proteínas de unión a factores de crecimiento 

similares a la insulina) 36. 

La senescencia es un importante mecanismo supresor de tumores, limitando la 

proliferación de células con riesgo de transformación neoplásica, y 

desempeñando un papel fisiológico importante en la cicatrización de las heridas, 

aunque también contribuye al deterioro asociado con el envejecimiento y al 

establecimiento de diversas enfermedades 40.  

I.2.1.2. Disminución de la síntesis de colágeno 

La integridad estructural de la piel se debe principalmente a la presencia de unas 

proteínas fibrosas insolubles (colágeno) que se encuentran en la MEC del tejido 

conectivo, proporcionando a éste su base estructural y resistencia a la piel.  

El colágeno es secretado hacia la MEC por los fibroblastos en forma de 

monómeros constituidos por tres cadenas de polipéptidos (tropocolágeno). En 
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la MEC, las moléculas de tropocolágeno se unen para formar las fibras de 

colágeno. Según su morfología, composición en aminoácidos y propiedades 

físicas, se distinguen hasta 28 tipos de colágeno, pero los más abundantes en la 

piel humana son el tipo I, III, IV y VII 41. 

La síntesis del colágeno está regulada por dos proteínas: el factor de crecimiento 

transformante β (TGF-β), el cual promueve la producción de colágeno y es 

esencial en el proceso de reparación de las heridas, y la proteína activadora del 

factor de transcripción 1 (AP-1), que inhibe la síntesis de colágeno y promueve 

su degradación 42. En el fotoenvejecimiento, se producen cambios cuantitativos 

y estructurales en las fibras de colágeno debidos a una disminución de su 

síntesis y a un aumento de su degradación inducida por las MMPs. La pérdida 

de colágeno induce cambios morfológicos en la piel, como la aparición de 

pliegues y la pérdida de la elasticidad 43,44. Además, a nivel neoplásico, la 

degradación de la MEC también facilita la invasión local y la diseminación 

metastásica de las células cancerosas. 

I.2.1.3. Aumento en la expresión de MMPs 

Las MMPs son una familia de endopeptidasas dependientes de zinc que 

degradan proteínas de la MEC como el colágeno, fibronectina, elastina y 

proteoglicanos. Son secretadas por células de la piel, incluidos los fibroblastos 

dérmicos y los queratinocitos epidérmicos, aunque también pueden ser 

sintetizadas por las células endoteliales y las del sistema inmunitario. Estas 

endopeptidasas se pueden clasificar en cinco subgrupos según el sustrato que 

degradan y la organización de sus dominios estructurales: i) colagenasas (MMP-

1, MMP-8 y MMP-13); ii) gelatinasas (MMP-2 y MMP-9); iii) estromelisinas 

(MMP-3, MMP-10 y MMP-11); iv) matrilisinas (MMP-7 y MMP-26); y v) MMPs 

de tipo membrana (MT) (MMP-14, MMP-15 y MMP-16). Entre estas enzimas, la 
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MMP-1 (colagenasa intersticial) es la principal responsable de la degradación de 

los colágenos tipo I y III en la piel humana 45. 

La síntesis de las MMPs está regulada por los inhibidores tisulares de 

metaloproteinasas (TIMPs). Durante el fotoenvejecimiento, aumentan los 

niveles de MMPs, pero no aumentan los niveles de TIMPs para mantener el 

equilibrio. De hecho, los niveles de TIMP-1 en una piel fotoenvejecida pueden 

incluso reducirse. Este desequilibrio acelera la fragmentación progresiva de las 

fibras de colágeno. 

I.2.1.4. Degradación de elastina  

La elastina es el principal constituyente proteico de las fibras elásticas, es 

sintetizada por los fibroblastos y queratinocitos, y su función es proporcionar 

elasticidad a las paredes de los vasos sanguíneos, al parénquima pulmonar y a 

la piel, entre otros órganos 46. Aunque únicamente representa el 2% del total de 

la proteína dérmica, interviene en procesos importantes para la homeostasis 

cutánea.  El precursor de la elastina es la tropoelastina, la cual es sintetizada en 

el retículo endoplasmático de los fibroblastos de la dermis superficial. Esta 

proteína se libera a la matriz extracelular y forma agregados amorfos formados 

por aminoácidos hidrófobos responsables de las propiedades elásticas, y 

aminoácidos no hidrófobos que constituyen los puntos de unión entre 

moléculas de tropoelastina próximas, para formar el polímero de elastina.  

En la piel joven, las fibras elásticas adoptan una arquitectura característica 

altamente ordenada, con microfibrillas ricas en fibrilina orientadas 

perpendicularmente en la dermis papilar y fibras elásticas de gran diámetro en 

la dermis reticular. Sin embargo, en la piel fotoenvejecida se produce una 

acumulación de fibras distróficas en la dermis, conocida como elastosis solar.  

Esta alteración se produce como consecuencia de un ciclo de degradación de las 

fibras elásticas, seguido de la producción de MEC y su reensamblaje en una 
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organización diferente de la estructura original 46. Este aumento en la 

degradación de las fibras elásticas se debe principalmente a la activación de 

MMPs, específicamente las MMP-2, -3, -9, -12 y -13. La MMP-12, también 

conocida como metaloelastasa de macrófagos humanos, es la proteasa más 

activa en la degradación de la elastina 44 y es secretada por varios tipos celulares, 

incluidos los queratinocitos, fibroblastos y células inflamatorias. 

I.2.2. Estrés oxidativo asociado al fotoenvejecimiento 

Uno de los mecanismos principales implicados en el fotoenvejecimiento es el 

estrés oxidativo, consecuencia de la limitada capacidad de las células para 

eliminar el exceso de ROS. El resultado es un aumento de radicales libres 

(radicales de especies de oxígeno, ROS, y radicales de nitrógeno, RNS), 

producidos por la interacción de la radiación UV con la piel 44. Así, al recibir la 

radiación UV, los cromóforos intracelulares interactúan con las moléculas de 

oxígeno, dando lugar a la producción de intermediarios reactivos como el anión 

superóxido (•O2−), oxígeno singlete (1O2), peroxilo (ROO), alcoxilo (RO) o el 

radical hidroxilo (•HO), entre otros 46,47. 

Esta situación pro-oxidativa tiene consecuencias relevantes en la homeostasis 

celular, como la oxidación de lípidos y proteínas, la pérdida del potencial de 

membrana mitocondrial y el daño del ADN. Además, los niveles elevados de ROS 

son el principal estímulo para que se active la síntesis de MMPs durante el 

fotoenvejecimiento. Los niveles elevados de ROS activan una serie de vías de 

señalización a través de la expresión de moléculas de señalización que incluyen 

quinasas reguladas por señales extracelulares (ERK), c-Jun quinasa N-terminal 

(JNK) y p38 en la ruta de la proteína quinasa activada por mitógeno (MAPK) e 

inducen el factor de transcripción AP-1 y el factor nuclear κB (NF-κB). La 

actividad de NF-kB es responsable del aumento de la expresión de MMPs, como 

las MMP-1 y MMP-3 en fibroblastos dérmicos. Por su parte, AP-1 inhibe la 
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señalización del factor de crecimiento TGF-β, lo que conduce a la fragmentación 

y a la disminución de la biosíntesis del colágeno 47. Como consecuencia de esta 

degradación progresiva de la MEC, las uniones intercelulares de los fibroblastos 

se ven afectadas, lo que resulta en alteraciones en su morfología como son la 

reducción de su tamaño y la disminución de sus elongaciones citoplasmáticas. 

Los fibroblastos envejecidos producen una mayor cantidad de ROS que 

aumentan aún más la expresión de las MMPs e inhiben la señalización de TGF-

β, creando un circuito de retroalimentación positiva que acelera el 

envejecimiento dérmico 44.  

De manera similar a lo descrito en la deposición aberrante del colágeno, la 

degradación fotoquímica de las fibras elásticas se desencadena por las vías de 

señalización MAPK y NF-κB. 

Por otro lado, las células responden al daño en el ADN generado por el 

incremento de los niveles intracelulares de ROS deteniendo, de forma 

irreversible, la progresión del ciclo celular y aumentando la expresión de genes 

asociados a la senescencia mediante la activación de la vía supresora del 

crecimiento p53/p21 y/o pRb/p16. La activación de p53, a través de su 

fosforilación, da como resultado una regulación positiva de su efector p21, que 

inhibe la transición G1/S en respuesta al daño en el ADN. Además, el incremento 

de ROS produce una disminución de los niveles de la proteína del 

retinoblastoma (pRb) fosforilada acompañada de una regulación positiva del 

inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas (CDK), p16. En conjunto, estos 

eventos conducen a la detención temporal del ciclo celular 33 (figura 5).  
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Figura 5. Diagrama esquemático que muestra las principales vías de señalización 

involucradas en el proceso de fotoenvejecimiento en fibroblastos dérmicos. La 

irradiación UV actúa sobre diversas vías de señalización que controlan la progresión del 

ciclo celular y la regulación transcripcional de los genes implicados en la síntesis y 

degradación de la MEC. La activación o bloqueo de estas vías conduce a la detención del 

ciclo celular y al deterioro de la función de la MEC durante el fotoenvejecimiento. 

Esquema adaptado de Cavinato y cols. 33. 

 

I.2.3. Mecanismos de defensa de la piel frente al fotoenvejecimiento 

La piel posee sus propios mecanismos de defensa contra la radiación UV, como 

son el engrosamiento de la capa córnea, el incremento de la síntesis de melanina 

y su capacidad antioxidante.  
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I.2.3.1. Engrosamiento de la capa córnea 

La epidermis es un epitelio plano estratificado que se renueva cada 30-45 días 

aproximadamente, desde su estrato basal hasta el estrato córneo. Este proceso, 

conocido como cornificación, está regulado por el calcio. Se necesitan bajas 

concentraciones de calcio para que ocurra la división celular, mientras que altas 

concentraciones son necesarias para la diferenciación de las células de la 

epidermis. Por esta razón, existe un gradiente creciente de calcio desde el 

estrato basal hasta el estrato granuloso. En cambio, en la capa más externa, el 

estrato córneo, la concentración de calcio disminuye drásticamente 48. 

Tras la exposición a la radiación UV, la piel responde aumentando el grosor del 

el estrato córneo, que actúa como un espejo para reflejar y refractar la radiación 

UV 22.  Sin embargo, tras una exposición elevada a la radiación UV, el gradiente 

de calcio se colapsa y todas las capas de la epidermis muestran una 

concentración de calcio equitativa, lo que imposibilita la correcta división y 

diferenciación celular. 

I.2.3.2. Aumento de la síntesis de melanina 

La radiación UV penetra a través de la epidermis hasta la unión epidérmico-

dérmica, donde es absorbida por los melanocitos activándolos para producir 

melanina. La melanina se encapsula en melanosomas que se transfieren a otras 

células de la epidermis, donde se depositan sobre los núcleos actuando como 

un paraguas y absorbiendo la radiación UV-A y UV-B para impedir que dañe las 

células 22,49. La actividad de los melanocitos está regulada por varios factores, 

algunos de los cuales inducen un incremento de su número y la producción de 

melanina. Estos factores incluyen interleucinas (IL), como la IL-1, IL-6, IL-8, y 

factores como el factor de necrosis tumoral α (TNF-α), TGF-β, el factor de 

crecimiento de fibroblasto básico (bFGF) y el factor de crecimiento nervioso 

(NGF). Estas moléculas tienen un efecto directo sobre la proliferación y 
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supervivencia de los melanocitos y juegan un papel importante en la 

patogénesis de los cambios pigmentarios de la piel fotoenvejecida. De este 

modo, cuando hay un exceso de exposición a la radiación UV, se producen 

alteraciones pigmentarias de carácter benigno como la hiperpigmentación o, en 

el peor de los casos, lesiones malignas como el melanoma 50,51. 

I.2.3.3. Capacidad antioxidante 

La piel posee un elaborado sistema de defensa antioxidante para combatir el 

estrés oxidativo causado por la radiación UV, formado por agentes reductores 

con capacidad antioxidante que evitan o neutralizan la formación de los 

radicales libres. En general, estos antioxidantes se pueden clasificar en 

endógenos, los producidos por el organismo, y exógenos, los obtenidos de la 

dieta. A su vez, los antioxidantes endógenos pueden ser enzimáticos, como la 

catalasa (CAT), superóxido dismutasa (SOD) y la glutatión peroxidasa (GPx); y no 

enzimáticos de bajo peso molecular (sintéticos o naturales), como las isoformas 

de la vitamina E, vitamina C, glutatión (GSH), ácido úrico, ubiquinol o 

melatonina52,53 (tabla 2). En concreto, la CAT es la enzima más importante del 

sistema antioxidante de la piel, ya que transforma el peróxido de hidrógeno 

(H2O2) en agua y oxígeno, es por ello, que su expresión en este órgano es elevada 

54. También se ha descubierto el papel homeostático de la enzima mitocondrial 

manganeso superóxido dismutasa (Mn-SOD) en la respuesta de los 

queratinocitos a la radiación UV, mediada a través del receptor del factor de 

crecimiento epidérmico (EGFR). La enzima SOD3, una glicoproteína con un 

dominio de unión a la heparina, se expresa predominantemente en la matriz 

extracelular, donde se une al proteoglicano de sulfato de heparina. 

Fisiológicamente, SOD3 mantiene el equilibrio redox y la homeostasis de la piel, 

y modula las respuestas inmunes innatas y adaptativas 55. Por otro lado, la 

melatonina endógena intracutánea y sus metabolitos, que se forman en 

reacciones de oxidación enzimáticas y no enzimáticas, parecen representar los 
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antioxidantes más potentes contra el estrés oxidativo y la carcinogénesis 

inducidos por la radiación UV, debido a sus propiedades de captación de 

radicales hidroxilo en queratinocitos, melanocitos y fibroblastos dérmicos 56,57.  

La capacidad antioxidante de la piel disminuye tras la exposición a la radiación 

UV y recupera la normalidad en pocos días. Sin embargo, una exposición 

excesiva a la radiación UV u otros agentes oxidantes pueden disminuir la 

capacidad de respuesta inmunitaria y antioxidante cutánea debido al aumento 

de los niveles de ROS, provocando daño oxidativo e inmunotoxicidad, 

envejecimiento prematuro de la piel, enfermedades cutáneas y cáncer. 

Tabla 2. Antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos involucrados en la fotoprotección 

endógena de la piel y su función. 

Tipo de antioxidante Modo de acción 

Antioxidantes enzimáticos 

CAT 

Enzima dependiente del hierro con función catalítica y 
peroxidativa. Forma parte del sistema antioxidante 

CAT/SOD, que actúa en presencia de altas 
concentraciones de H2O2. Cataliza la descomposición 

del H2O2 en O2 y agua. 

SOD 

Está formada por un grupo de enzimas metaloides: Cu-
SOD, Zn-SOD y Mn-SOD. Su principal función es la 
protección contra el anión superóxido. Cataliza la 

dismutación de superóxido en O2 y H2O2.  

GPx 
Enzima selenio dependiente que cataliza la reducción 

de H2O2 a lipoperóxido (L-OOH); usa como agente 
reductor el GSH. 

Antioxidantes no enzimáticos 

Vitamina E 
Neutraliza el 1O2, captura radicales libres hidroxilo, 

neutraliza peróxidos. 

Vitamina C 
Neutraliza el 1O2, captura radicales libres hidroxilo, 

regenera la forma oxidada de la vitamina E. 
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GSH 

Es un tripéptido formado por glutamato, cisteína y 
glicina. Neutraliza los ROS, transformándose en una 

forma más reactiva, pero que se combina rápidamente 
con otro glutatión reactivo para formar disulfuro de 

glutatión (GSSG). Además, funciona como 
mantenimiento de otros antioxidantes como, por 

ejemplo,  la vitamina E y C en sus formas reducidas. 

Ácido úrico 

Neutraliza el 1O2, elimina radicales libres hidroxilos y 
oxidantes oxohemo. Al absorber un electrón, el ácido 

úrico se transforma en un radical, aunque no muy 
reactivo. Es el principal antioxidante en el suero, por lo 

que la contribución a la capacidad antioxidante de la 
piel es comparativamente baja. 

Ubiquinol 

Es la forma reducida de la coenzima Q10. Es un 
potente antioxidante lipofílico con capacidad de 

regenerar otros antioxidantes como la vitamina E y C. 
Además, protege de la oxidación lipídica. 

Melatonina 
Neutraliza el 1O2, promueve la producción de GSH en 
queratinocitos, melanocitos y fibroblastos dérmicos. 

 

 

I.3. PREVENCIÓN Y TRATAMIENTO DEL FOTOENVEJECIMIENTO 

El fotoenvejecimiento constituye uno de los retos terapéuticos de la 

dermatología moderna. Actualmente, existen tres estrategias para hacerle 

frente, clasificadas en: prevención primaria, prevención secundaria y 

prevención terciaria. La prevención primaria corresponde a la reducción de los 

factores de riesgo antes de que ocurra la lesión y se denomina fotoprotección. 

La secundaria tiene como objetivo la detección temprana de la lesión para poder 

atenuar una condición clínica en fase asintomática. Por último, la prevención 

terciaria hace referencia al tratamiento del fotoenvejecimiento una vez que ha 

aparecido la sintomatología  58,59. 
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Figura 6. Representación esquemática de las diferentes estrategias de prevención y 

tratamiento del fotoenvejecimiento. Esquema adaptado de Rabe y cols. 58. 

 

I.3.1. Prevención primaria: Fotoprotección 

La fotoprotección se ha convertido en un tema de interés creciente, siendo 

considerada una de las principales medidas contra los efectos nocivos de la 

radiación UV. La fotoprotección tiene como objetivo prevenir el daño que ocurre 

en la piel como consecuencia de una exposición continuada a la radiación UV. Si 

bien es cierto que la piel posee mecanismos de adaptación y defensa para 

protegerse de esta agresión, su eficacia varía en función de los individuos y del 

grado de exposición.  

El uso tópico de lociones fotoprotectoras es la primera estrategia de prevención 

para combatir el fotoenvejecimento y el cáncer de piel. Se trata de cremas, 

lociones, geles o aerosoles que actúan a modo de filtro solar mediante tres 
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mecanismos fundamentales: reflexión, dispersión y absorción de la radiación. 

Su uso se lleva a cabo aplicando una fina capa en la piel antes de la exposición 

al sol, que absorbe la radiación UV. Este tipo de agentes no deben ser irritantes, 

sensibilizantes, ni fototóxicos, y deben permanecer estables en la piel humana 

cuando se exponen a la luz solar 13.  

Las lociones empleadas en la fotoprotección se clasifican según su modo de 

acción en dos tipos:  

Filtros físicos 

Son moléculas inorgánicas que funcionan a modo de pantalla, creando una 

película gruesa en la superficie de la piel que actúa reflejando todo el rango de 

longitudes de onda del espectro electromagnético. Estas moléculas son 

pigmentos de gran tamaño (200 nm), generalmente de color blanco, cuya 

principal característica es su estabilidad estructural para mantener la 

protección, incluso después de largos períodos de exposición a la radiación UV. 

Los pigmentos más utilizados son el dióxido de titanio (TiO2) y el óxido de zinc 

(ZnO), pero también se emplean los óxidos de hierro, el talco, el caolín y la mica. 

Debido a su gran tamaño, poseen un mayor índice de refracción, sin embargo, 

este factor también afecta en que la formulación de la loción sea opaca y deje 

residuos blancos en la piel. Es posible reducir el tamaño de estos pigmentos 

(pigmentos micronizados) permitiendo que sean lo suficientemente grandes 

(20-80 nm) como para no penetrar en la piel. De este modo disminuye su 

capacidad para reflejar la luz, volviéndose transparentes y mejorando la 

estética, pero disminuyendo su eficacia. Además, las partículas micronizadas 

pueden reaccionar fotoquímicamente con los ROS y contribuir a la reducción de 

la eficacia de la protección solar 17. Para evitar estas reacciones, las partículas se 

recubren con materiales como por ejemplo, la silicona 60.  
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Filtros químicos 

Son moléculas orgánicas de estructura aromática que actúan absorbiendo la 

radiación (captan la energía incidente y la emiten nuevamente en forma de 

energía térmica, inocua para la piel), pero únicamente en las longitudes de onda 

del UV. Están regulados y autorizados para su uso por los ministerios y 

departamentos de salud de todo el mundo. En función de la longitud de onda 

absorbida se distinguen los filtros UV-B (derivados del ácido 

paraaminobenzoico, derivados del ácido salicílico, derivados del ácido p-

metoxicinámico, alcanfor y mezclas), filtros UV-A (derivados del 

dibenzoilmetano, derivados del bencilideno alcanfor, ácido fenilobencimidazol 

sulfónico) y filtros de amplio espectro.  

Requieren del orden de 30 minutos para ejercer su acción, por lo que deben 

emplearse con la debida antelación antes de la exposición solar. Dado que 

pueden absorberse por la piel, estos productos pueden alterar la función 

endocrina y producir efectos nocivos para la piel, como alergias, reacciones de 

fototoxicidad o irritaciones cutáneas 61. Además, se degradan con la exposición 

a la radiación, lo que los hace inestables, perdiendo su capacidad de protección. 

A pesar de la incorporación de nuevas tecnologías y enfoques innovadores en la 

fotoprotección tópica, el uso inadecuado y la falta de optimización de su 

formulación aún limitan la utilidad de los actuales protectores solares. 

I.3.2. Prevención secundaria 

I.3.1.1. Antioxidantes de uso tópico 

Los protectores solares tradicionales (físicos y químicos) proporcionan una 

protección eficaz contra el eritema, pero no contra el aumento de los niveles de 

ROS generados en la piel después de la exposición a la radiación UV 60. Es por 

ello que hoy en día es cada vez más común la incorporación de sustancias 
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naturales con capacidad antioxidante en muchos productos de protección solar 

para potenciar los antioxidantes endógenos de la piel 62. Éstos incluyen 

vitaminas, activadores de los sistemas enzimáticos antioxidantes presentes en 

la piel o compuestos derivados de plantas con fuertes propiedades 

antioxidantes 63. Se ha demostrado que los protectores solares suplementados 

con antioxidantes son más eficientes que los protectores solares tradicionales 

ya que suprimen cambios en la piel, como el desarrollo de pigmentación, el 

agotamiento de las células de Langerhans y la inducción de MMP-9 60. Este tipo 

de lociones debe de cumplir varios requisitos: alta capacidad antioxidante, 

formulación estable, capacidad de penetrar en la barrera de la piel y estar 

presente en una concentración que cause un efecto protector significativo.  

Actualmente, los antioxidantes más utilizados en el pretratamiento de la piel 

para la fotoprotección son las vitaminas C y E, los polifenoles presentes en las 

plantas como el té verde y el aloe vera, las enzimas antioxidantes como la 

coenzima Q10, los carotenoides y extractos de semillas, hojas y algas (tabla 3).  

Tabla 3. Antioxidantes tópicos usados ampliamente en fotoprotección. Tabla adaptada 

de Yeager y cols. 64. 

Antioxidante Función 

Vitamina C 
(ácido ascórbico) 

Concentraciones tópicas de al menos un 15% protegen 
del eritema y de quemaduras solares 65. Además, en 
ensayos in vitro con cultivos de fibroblastos, estimula la 
síntesis de colágeno y disminuye la producción de MMPs 
66. 

Vitamina E 
(α-tocoferol) 

Disminuye la peroxidación lipídica,  la fotocarcinogénesis, 
los niveles de transcripción de MMP-1 y la formación de 
dímeros de timina 48. 

Polifenoles 
del té 

La epigalocatequina-3-galato inhibe la liberación de H2O2 
inducida por la radiación UV y suprime la fosforilación de 
MAPK en los queratinocitos 62,67. Reduce la inflamación a 
través de la vía de NF-κB y la formación de eritema. 



I.  Introducción 

 

32 
 

Extracto de 
aloe vera 

Reduce el desequilibrio redox inducido por la radiación, 
disminuye la oxidación de la membrana lipídica y 
aumenta la supervivencia celular. 

Coenzima Q10 

Protege contra la muerte celular inducida por el estrés 
oxidativo y mejora la síntesis de los componentes de la 
membrana basal en las células dérmicas y epidérmicas. 
Además, reduce los niveles de ROS, la peroxidación 
lipídica, el daño en el ADN y la síntesis de MMPs inducida 
por la radiación UV 52. 

Carotenoides 

Los carotenoides más estudiados en fotoprotección son 
el β-caroteno y el licopeno. El β-caroteno (precursor de la 
vitamina A) elimina los radicales libres causados por la 
radiación UV y previene las quemaduras de la piel. El 
licopeno es el carotenoide más efectivo contra el 1O2, 
además de neutralizar los radicales del óxido nítrico 68. 

Extracto de soja 
 

El compuesto fitoestrógeno genisteína de la soja inhibe el 
daño oxidativo de la piel y la formación de CPDs 64. 

Extracto de 
silimarina 

Acelera la reparación del ADN en fibroblastos dérmicos 
humanos irradiados, a través de una vía de reparación 
dependiente de p53. 

Extracto de 
semilla de uva 

Inhibe la inflamación, reduce el H2O2 y disminuye la 
peroxidación lipídica. Su rápido metabolismo lo hace 
difícil para el uso tópico a menos que esté encapsulado 
en nanopartículas lipídicas. 

Extracto 
de algas 

Estimula la actividad de la peptidasa proteasómica en los 
queratinocitos humanos irradiados, reduciendo el 
alcance del daño oxidativo de las proteínas. 

Melatonina 
Protege contra el eritema, disminuye la producción de 
ROS, mejora de la expresión de p53, mejora la reparación 
del ADN y disminuye la generación de CPDs. 

Selenio 

Protege contra la oxidación del ADN, la expresión de IL-
10 y la peroxidación lipídica. En humanos, aumenta la 
dosis mínima de eritema. En modelos murinos, reduce la 
probabilidad de cáncer de piel. 
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Sin embargo, los antioxidantes son compuestos inestables, por lo que son 

difíciles de formular en una composición aceptable, estable y biológicamente 

activa para productos de protección solar. Además, actualmente, no existe 

ningún antioxidante capaz de proporcionar la suficiente protección por sí sola, 

aunque, se ha demostrado que los antioxidantes complementan la 

fotoprotección de los filtros químicos. 

I.3.1.2. Suplementos orales 

Debido a las limitaciones que presentan los antioxidantes por vía tópica, existe 

un interés creciente en el potencial de los agentes orales y subcutáneos para 

proporcionar protección adicional contra la exposición a la radiación UV y 

reducir aún más el daño que normalmente conduciría al fotoenvejecimiento y 

al cáncer de piel. Estos agentes difieren de los protectores solares en su 

mecanismo de acción y en los beneficios de su uso. Contienen uno o más 

principios activos que activan diferentes mecanismos de fotoprotección, 

especialmente aquellos relacionados con sus acciones antioxidantes 69. Se ha 

demostrado que varios agentes administrados por vía oral y subcutánea como 

la vitamina E, vitamina C, los carotenoides o el selenio, tienen el potencial de 

reducir la gravedad de la quemadura solar, disminuir la fotosensibilidad y 

prevenir el daño causado por la radiación. Sin embargo, todavía es necesario 

seguir estudiando estas sustancias para confirmar su eficacia y seguridad. De 

hecho, algunos investigadores sugieren que los antioxidantes como 

suplementos alimenticios no poseen efectos preventivos, además de ser 

potencialmente peligrosos en exceso, por lo que, la fuente óptima de 

antioxidantes debería provenir de la dieta y no de suplementos 10. 

I.3.1.3. Retinoides y sus derivados 

Los retinoides son un grupo de sustancias que incluyen la vitamina A y sus 

derivados, tanto naturales como sintéticos. El uso tópico de los retinoides se ha 
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expandido para tratar diversas afecciones de la piel, incluidas el acné, el 

fotoenvejecimiento y la queratosis actínica 31. La tretinoína y el tazaroteno son 

los dos retinoides tópicos que actualmente están aprobados por la 

Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA) de los EE.UU. para el 

tratamiento del fotoenvejecimiento 42. 

La tretinoina es la forma ácida de la vitamina A, también conocida como ATRA 

(ácido transretinoico). Es el primer retinoide tópico estudiado y en la actualidad 

continúa siendo uno de los pilares para tratar el fotoenvejecimiento. Actúa 

como una hormona que es absorbida por las células para llegar al núcleo, donde 

interactúa con los receptores correspondientes, los receptores del ácido 

retinoico (RAR) y los receptores X retinoides (RXR), para activar o inhibir el 

proceso de transcripción de los elementos que modulan la queratinización de la 

epidermis, la síntesis de colágeno y la producción de MMPs. La radiación UV 

disminuye estos receptores. El pre-tratamiento con tretinoína inhibe la 

activación de c-Jun y AP-1, aumentando la síntesis de pro-colágeno I e 

inhibiendo la producción de MMPs, y acelera la recuperación de los receptores 

RAR y RXR después de la exposición a la radiación UV 58. Además, el ácido 

retinoico y sus derivados promueven la supresión de la expresión de la enzima 

tirosinasa, clave en la síntesis de melanina 65. El uso de la tretinoína de forma 

tópica puede producir irritabilidad de la piel, por lo que los retinoides de venta 

libre actuales se desarrollan a partir de formas intermedias como el retinol y los 

ésteres de retinilo (los menos irritantes de los dos) que poseen una capacidad 

regeneradora parecida, pero con efectos secundarios menores.   

El tazaroteno es un retinoide de segunda generación que se une de forma 

selectiva a los receptores RAR-γ y RAR-β. Reduce la atipia celular y restaura la 

polaridad de los queratinocitos. Varios ensayos han demostrado que el 

tazaroteno es eficaz para reducir las arrugas finas, la hiperpigmentación 
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moteada, los lentigos, la despigmentación irregular, la elastosis y la rugosidad 

de la piel 42. 

I.3.3. Prevención terciaria: tratamiento 

El respaldo de la investigación y la base científica para la mayoría de los 

tratamientos que se usan hoy día para revertir los signos del 

fotoenvejecimiento, siguen siendo limitados, y solo unos pocos demuestran, a 

nivel histológico, modificaciones evidentes en la piel. Aun así, los avances en las 

últimas décadas han permitido formular productos con ingredientes 

biológicamente activos muy prometedores.  

I.3.3.1. Alfa hidroxiácidos 

Los alfa hidroxiácidos (AHAs) son un grupo de ácidos orgánicos solubles, 

derivados de productos lácteos (ácido láctico), frutas (ácido málico y ácido 

cítrico) o la caña de azúcar (ácido glicólico), con propiedades regeneradoras 66. 

Actúan tanto en la epidermis como en la dermis y sus efectos dependen de su 

concentración y del pH. Su formulación en altas concentraciones (por ejemplo, 

ácido glicólico al 35% y más) promueve la exfoliación química de la epidermis y, 

en bajas concentraciones, normalizan las capas epidérmicas al adelgazar el 

estrato córneo, mientras promueven el engrosamiento de la capa granular. En 

la dermis, se cree que estimulan la síntesis de colágeno y de ácido hialurónico. 

Entre sus efectos secundarios destaca la irritabilidad de la piel. 

I.3.3.2. Microdermoabrasión  

En el proceso de cicatrización de las heridas, las citoquinas pro-inflamatorias, 

son las primeras moléculas en activarse tras producirse el daño en la piel, 

realizando un papel clave en la regulación de la respuesta de las células inmunes 

durante la regeneración de la piel 70. 
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Mediante procedimientos mínimamente invasivos, como la 

microdermoabrasión, se produce una lesión epidérmica superficial con el 

objetivo de desencadenar una respuesta curativa al estimular la secreción de 

factores de crecimiento (como TGF-β1) y citoquinas (IL-1, la IL-6 y el TNF, entre 

otras) que activan a los fibroblastos para inducir la síntesis de colágeno, con el 

fin de ayudar a la regeneración del tejido y la cicatrización de la herida 65,71. 

I.3.3.3. Sistemas de láseres 

El principal tipo de láser utilizado en el tratamiento del fotoenvejecimiento y en 

general en dermatología, es el láser de CO2 fraccionado. La energía emitida por 

este láser (10.600 nm) es absorbida por el agua contenida en los tejidos, 

calentándolos hasta la temperatura de vaporización del agua.  De este modo, se 

consigue eliminar capas superficiales de la piel de forma controlada. El calor del 

láser también penetra hasta capas más profundas donde los fibroblastos 

dérmicos sintetizan nuevas fibras de colágeno y elastina 58,72. Entre los efectos 

no deseados se encuentran la formación de cicatrices hipertróficas y 

alteraciones pigmentarias.  

I.3.3.4. Biopéptidos 

Los biopéptidos son fragmentos de proteínas que no presentan actividad 

biológica cuando se encuentran formando parte de una proteína; sin embargo, 

cuando ésta se hidroliza, los péptidos se separan y son capaces de ejercer 

efectos biológicos específicos, por lo que se les denominan péptidos bioactivos 

o biopéptidos. La actividad de los biopéptidos depende de su composición, 

secuencia, longitud (de 2 a 20 residuos de aminoácidos) y polaridad 73. Los 

biopéptidos se suministran de forma oral o tópica, sin embargo, son inestables 

y poseen baja permeabilidad, por lo que, para su uso tópico, se suelen conjugar 

con ácidos grasos como el ácido palmítico y sus derivados, aumentando así su 

permeabilidad 74. Después, son transportados por el torrente sanguíneo hasta 
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las células receptoras donde ejercen su acción. Actualmente se han sintetizado 

multitud de biopéptidos provenientes de proteínas tanto animales como 

vegetales, con actividad antiinflamatoria, inmunomoduladora, antimicrobiana, 

analgésica, antioxidante y anticancerígena 75, para tratar el desarrollo de 

muchas enfermedades crónicas como la diabetes o la hipertensión, alergias, 

enfermedades neoplásicas o el envejecimiento cutáneo 76.  

Uno de los biopéptidos más conocidos en el tratamiento tópico del 

fotoenvejecimiento es un subfragmento del propéptido carboxilo terminal del 

colágeno tipo I, compuesto de lisina, treonina, treonina, lisina y serina (KTTKS), 

y su derivado conjugado con palmitoil (pal-KTTKS). Estos polipéptidos poseen la 

capacidad de reducir las arrugas y mejorar significativamente la textura de la 

piel al desencadenar procesos celulares, como inhibir la degradación del 

colágeno, aumentar la producción de MEC y aumentar la expresión de colágeno 

tipo I y III 77. 

I.3.3.5. Agentes despigmentantes 

Como ya se ha mencionado anteriormente, la melanina es el pigmento 

responsable del color de la piel y la enzima tirosinasa es la encargada de catalizar 

su síntesis. Es por ello, que la mayoría de los agentes despigmentantes se basan 

en la inhibición de la tirosinasa. 

Uno de los agentes despigmentantes más ampliamente estudiado es la 

hidroquinona. Se trata de un principio activo de uso tópico que reduce la 

producción de melanina. A bajas concentraciones (2%) se une a la enzima 

tirosinasa para inhibir su actividad, impidiendo así la producción de 

melanosomas. Sin embargo, existe un gran número de controversias acerca de 

la seguridad de la hidroquinona, como su asociación con neoplasias malignas; 

es por ello, que en muchos países su uso en el blanqueamiento de la piel ha sido 

prohibido 65,78. Otros inhibidores empleados en la despigmentación de la piel 
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como la arbutina, el ácido kójico, el ácido azelaico, el ácido L-ascórbico, el ácido 

elágico y el ácido tranexámico también han demostrado ser inestables y causar 

toxicidad 79. 

I.3.3.6. Componentes enzimáticos 

El objetivo principal es mejorar la reparación del ADN mediante el suministro de 

enzimas biológicas activas dispuestas en una formulación absorbible 80. Diversos 

estudios han demostrado esta capacidad reparadora en dos enzimas: la 

fotoliasa y la endonucleasa.  

La enzima fotoliasa no está presente en los genomas de todos los mamíferos, 

sin embargo, puede encontrarse en otras especies animales, plantas y bacterias. 

Esta enzima destruye los CPDs que se forman en el ADN dañado; además, ayuda 

a la regeneración celular y a reducir la inflamación de la piel mediante la 

inhibición de la IL-6 17,80.  

La endonucleasa se obtiene de la bacteria Micrococcus luteus. Esta enzima 

mejora la eficiencia y la velocidad de reparación del ADN; además, estimula la 

regeneración de la piel, disminuye la degradación de los componentes de la MEC 

y reduce los mediadores pro-inflamatorios 17,80.  

 

I.4. MEDICINA REGENERATIVA  

La medicina regenerativa ha surgido como una nueva disciplina médica 

impulsada fundamentalmente por los nuevos conocimientos sobre las células 

madre y su capacidad para diferenciarse en células de diferentes tejidos. El 

objetivo de este campo multidisciplinar es reparar, regenerar o reemplazar 

células, tejidos u órganos disfuncionales utilizando los propios mecanismos intra 

y extracelulares que el organismo emplea en su autorreparación 81. Para ello, la 

medicina regenerativa se sustenta, individualmente o en combinación, en: i) la 
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terapia celular, mediante el uso de células autólogas o alogénicas y elementos 

subcelulares, ii) la ingeniería de tejidos, mediante el uso de biomateriales de 

andamiaje, y iii) la terapia génica. 

La terapia celular utiliza las células madre o sus derivados mediante dos 

mecanismos de acción: el injerto de células madre para reemplazar células o 

tejidos dañados, y la estimulación de los procesos de autorregeneración del 

tejido endógeno, a través de efectos tróficos mediados por la secreción de 

citoquinas y factores de crecimiento 82.  

Debido a la alta proliferación, diferenciación múltiple y capacidad única de 

autorrenovación, las células madre constituyen un tratamiento prometedor en 

diversas patologías, entre las que se encuentran la diabetes mellitus, leucemia 

mieloide crónica, cirrosis, fibrosis pulmonar, enfermedad de Crohn, insuficiencia 

cardíaca, trastornos del sistema nervioso o lesiones cutáneas 83. 

I.4.1. Células madre  

Las células madre, presentes en la mayoría de organismos multicelulares, son 

células indiferenciadas que poseen dos condiciones fundamentales. En primer 

lugar, la célula debe tener la propiedad de autorrenovación. Esto significa que 

tiene la capacidad de preservar su estado indiferenciado después de numerosos 

ciclos de división celular. En segundo lugar, debe cumplir el criterio de 

plasticidad, que hace referencia a la capacidad de diferenciarse, adoptando la 

expresión de un perfil genético que con el tiempo conduzca hacia un fenotipo 

celular específico 84,85. Son esenciales para el desarrollo, crecimiento, 

mantenimiento y reparación de los tejidos y órganos. Obedeciendo a su 

potencial de diferenciación, las células madre se clasifican en cuatro grupos:  
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Figura 7. Potencial de diferenciación de las células madre. Representación adaptada de 

Tewary y cols. 86. ESCs (células madre embrionarias), HSCs (células madre 

hematopoyéticas), MSCs (células madre mesenquimales), iPS (células madre 

pluripotentes inducidas). 

Células madre totipotentes  

Las células que pertenecen a este grupo son aquellas que se encuentran en los 

estadios iniciales del desarrollo embrionario: blastómeros, células de la mórula 

y zigoto. Este último constituye la célula madre totipotente por excelencia, 

formada mediante la unión del gameto masculino con el gameto femenino 87. 

Tienen la capacidad de diferenciarse en cualquiera de los tipos celulares que dan 

un organismo completo: tejido embrionario (ectodermo, mesodermo y 

endodermo) y tejido extraembrionario (placenta, amnios, saco vitelino, 

alantoides y corion).  

Células madre pluripotentes 

Poseen la capacidad de diferenciarse en cualquiera de las células 

correspondientes a los 3 linajes embrionarios (endodermo, ectodermo y 

mesodermo), incluyendo las células sexuales o germinales que componen un 
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organismo adulto. Se localizan en la masa celular interna del blastocisto. Estas 

células pueden cultivarse in vitro dando lugar a las células madre embrionarias 

(ESCs, del inglés Embryonic Stem Cells), que se forman 7 días después de la 

fertilización.  

Este tipo de células pueden ser obtenidas también mediante reprogramación 

genética, originando las células madre pluripotentes inducidas (iPS, del inglés 

Induced Pluripotent Stem Cells) 88. 

 Células madre embrionarias (ESCs) 

Derivan de la masa celular interna del blastocisto y tienen la capacidad de 

proliferar indefinidamente mientras se mantiene su pluripotencia y la capacidad 

de diferenciarse en las tres capas germinales y, por lo tanto, en cualquier tipo 

celular. Estas células pueden expandirse in vitro manteniendo su estado 

indiferenciado durante largos periodos de tiempo 83. Las ESCs humanas pueden 

usarse para tratar enfermedades como el Parkinson, la diabetes o lesiones de la 

médula espinal. Sin embargo, la utilización de las ESCs presenta importantes 

desventajas relacionadas con el problema ético planteado por la necesidad de 

destruir el embrión y la falta de seguridad en su uso por la formación de 

teratomas 89. 

 Células madre pluripotentes inducidas (iPS) 

Las iPS se desarrollan mediante la reprogramación de las células somáticas 

adultas en el laboratorio, obteniendo células desdiferenciadas con potencial de 

proliferación y diferenciación similares a las de las ESCs 90. Por razones éticas, y 

dado que las fuentes para obtener ESCs humanas son escasas, las células iPS se 

han utilizado principalmente para estudiar mecanismos de diferenciación y 

enfermedades con origen en el desarrollo, incluido el autismo y otros trastornos 

cerebrales. 
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En la actualidad existen dos procedimientos de reprogramación celular que han 

permitido desarrollar células madre con características similares a las ESCs. La 

primera técnica fue desarrollada en 1962 por el doctor Gurdon 91 y es conocida 

como “somatic cell nuclear transfer”, también denominada clonación. Consiste 

en obtener el núcleo de una célula somática o célula diferenciada y trasplantarlo 

a un óvulo previamente enucleado. La segunda técnica fue desarrollada en el 

año 2006 por los doctores Takahashi y Yamanaka; se basa en la alteración 

genética de la célula adulta, introduciendo cuatro genes específicos de células 

madre (Oct3/4, Sox2, Klf4, y c-Myc), que son los responsables de controlar el 

proceso de diferenciación y, de esta manera, reprogramar la célula diferenciada 

hacia un estado de célula madre pluripotente 92.  

Células madre multipotentes  

Las células madre multipotentes se encuentran en la mayoría de los tejidos y se 

diferencian en células de una única capa germinal. Es decir, las células madre 

multipotentes de un tejido mesodérmico no pueden producir células de una 

capa germinal diferente como el ectodermo o el endodermo 93. Se pueden 

obtener del feto (FSCs, del inglés Fetal Stem Cells) y de una gran variedad de 

tejidos como las células madre hematopoyéticas (HSCs, del inglés 

Hematopoietic Stem Cells) que derivan de la médula ósea, o las células madre 

mesenquimales, definidas también como las células del estroma 

mesenquimatoso (MSCs, del inglés Mesenchymal Stem Cells) 94. La mayoría de 

las células madre adultas son células multipotentes. 

 Células madre adultas (ASCs) 

Las células madre adultas están presentes en tejidos y órganos adultos. Estas 

células son capaces de autorrenovarse, pero poseen una capacidad limitada de 

replicación en cultivo 93. Inicialmente se definieron como células multipotentes, 

sin embargo, años más tarde se observó que la potencialidad de algunos tipos 

de ASCs era mayor de lo esperado, con capacidad para diferenciarse en células 
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de diferentes linajes 84. Algunas, como las MSCs y las HSCs son capaces de 

diferenciarse a diversos tipos celulares, mientras que otras son precursoras 

directas de las células del tejido en el que se encuentran, como las células madre 

de la piel o las células madre neuronales 94. 

Células madre unipotentes 

A diferencia de los demás tipos de células madre, las unipotenciales, sólo 

pueden especializarse en un único tipo celular. En este grupo se incluyen las 

células madre musculares, las epidérmicas y las del resto de epitelios de 

revestimiento.  

I.4.1.1. Células madre mesenquimales (MSCs) 

Las MSCs fueron descubiertas por Friedenstein en el estroma de la médula ósea 

en la década de 1960. En aquella época, fueron descritas como células no 

fagocíticas, de aspecto fibroblástico y capaces de formar colonias adherentes, y 

se denominaron "unidades formadoras de colonias fibroblásticas" (CFU-F). 

Como resultado de su supuesta capacidad de autorrenovación y diferenciación, 

Caplan consideró por primera vez las células estromales derivadas de la médula 

ósea como células madre y las denominó MSCs 95. 

Las MSCs son células madre adultas presentes en la mayoría de los tejidos, 

habiéndose demostrado su presencia en la médula ósea, tejido adiposo, pulpa 

dental, la sangre periférica, el cordón umbilical, líquido amniótico, placenta, 

tejidos fetales, músculo esquelético, periostio, pulmones y líquido sinovial y 

cartílago 82,96. Estas células pueden diferenciarse en diferentes tejidos como 

hueso, cartílago, piel o células del tejido adiposo 94.   

La sociedad internacional para la terapia celular y génica (ISCT) estableció en 

2006 las características mínimas de identificación para las MSCs humanas 97,98: 
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a) Deben ser células adherentes al plástico cuando se mantienen en 

condiciones de cultivo estándar. 

b) Deben expresar los marcadores de superficie específicos CD105+, CD73+ 

y CD90+, y no deben expresar el antígeno panleucocitario CD45-, el 

marcador progenitor hematopoyético y endotelial CD34-, los antígenos 

monocitos/macrófagos CD14- o CD11b-, los antígenos linfocitos B CD79- 

o CD19-, ni el antígeno leucocitario humano clase II antígeno (HLA)-DR-, 

para excluir la contaminación hematopoyética. 

c) Deben tener la capacidad de diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y 

condroblastos in vitro. 

La utilización de MSCs en medicina regenerativa presenta algunas ventajas en 

comparación con otros tipos de células madre. Su uso evita los problemas éticos 

derivados del uso de embriones y los problemas de seguridad relacionados con 

la formación de tumores en pacientes receptores de ESCs o iPS. Además, en 

trasplantes alogénicos, no activan las respuestas inmunitarias del huésped que 

generalmente son responsables del rechazo de las células y órganos 

implantados. 

Las MSCs secretan un amplio espectro de factores de crecimiento, citoquinas, 

quimiocinas, factores antiinflamatorios y pro-angiogénicos, poseen funciones 

inmunomoduladoras y pueden activar la proliferación de las células madre 

endógenas. Por todo ello, las MSCs se han utilizado en multitud de estudios 

preclínicos y clínicos obteniéndose resultados prometedores en el tratamiento 

de enfermedades cardiovasculares, lesiones cerebrales y de la médula espinal, 

accidentes cerebrovasculares, diabetes, lesiones de cartílago y huesos, 

enfermedad de Crohn y enfermedad de injerto contra huésped (GVHD), entre 

otras 82.  
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Células madre mesenquimales humanas derivadas de tejido adiposo 

(hASCs) 

Las hASCs (del inglés Human Adipose derived Stem Cells) son células 

progenitoras multipotentes, indiferenciadas y autorrenovables que constituyen 

la fracción del estroma vascular del tejido adiposo. Muestran plasticidad de 

desarrollo de múltiples linajes como el cartílago, hueso o grasa, y comparten 

marcadores de superficie y el perfil genético con las células madre 

mesenquimales derivadas de la médula ósea (BM-MSCs, del inglés Bone Marrow 

Mesenchymal Stem Cells). Las hASCs muestran la combinación de marcadores 

de superficie específica de células madre (CD90+, CD105+, CD73+, CD44+ y 

CD166+), y carecen de la expresión de los marcadores hematopoyéticos (CD45- 

y CD34-).  

El uso de las hASCs en terapia celular ofrece ciertas ventajas frente a otros tipos 

de MSCs 99,100: 

 La facilidad de aislamiento de la grasa subcutánea mediante técnicas 

mínimamente invasivas como el lipoaspirado.  

 La disponibilidad de hASCs en el tejido adiposo es muy superior que en 

la médula ósea. Comprenden aproximadamente el 2% de las células 

nucleadas en el lipoaspirado, en comparación con sólo el 0.001-0.004% 

en la médula ósea. 

 Son genética y morfológicamente más estables en cultivos a largo plazo, 

con menor senescencia y mayor capacidad proliferativa. 

 No muestran una correlación estadísticamente significativa entre la 

calidad y capacidad de proliferación de la línea celular, y la edad del 

paciente. 
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I.4.1.2. Mecanismos de acción de las MSCs 

Las MSCs han sido objeto de una intensa investigación científica desde su 

descubrimiento inicial por Alexander Friedenstein a finales de la década de 1970. 

Sus importantes propiedades regenerativas, así como su aparente capacidad 

para alterar el microambiente en los tejidos lesionados ha motivado el 

desarrollo en los últimos años de múltiples estudios para analizar su potencial 

terapéutico en muchas enfermedades. Según datos del Instituto Nacional de la 

Salud (NIH) de los Estados Unidos, en 2020 se realizaron un total de 965 ensayos 

clínicos basados en las MSCs 101.  

Dicho potencial terapéutico puede atribuirse a tres mecanismos clave de acción. 

El primero es la migración dirigida (homing), por el cual las células madre 

administradas por vía sistémica migran de manera dirigida al foco de la lesión 

debido a los gradientes de quimiocinas.  El segundo mecanismo es la capacidad 

de diferenciación en múltiples tipos celulares, que se injertan localmente en los 

tejidos e inducen la restauración de su estructura y función. El tercer mecanismo 

de acción es la función trófica de las MSCs,  llevada a cabo mediante la secreción 

paracrina  de factores bioactivos que pueden modular los procesos fisiológicos 

locales y sistémicos 102. 

Homing 

El término homing describe la capacidad de las células madre para movilizarse 

de manera dirigida hacia los tejidos lesionados, lo cual es un mecanismo crítico 

para la organogénesis durante el desarrollo y para la homeostasis y la reparación 

en la edad adulta 103. Este proceso de migración dirigida ocurre en respuesta a 

señales extracelulares producidas en el foco de la lesión, entre las que se 

encuentra la liberación de quimiocinas por parte de las células dañadas. El 

gradiente de quimiocinas liberado desde el lugar de la lesión atrae a las MSCs 
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trasplantadas, produciendo su migración mediante un proceso denominado 

quimiotaxis 104.  

La administración terapéutica de las MSCs se puede llevar a cabo de manera 

sistémica o local en el lugar de la lesión, razón por la cual es necesario distinguir 

los mecanismos del homing sistémico y no sistémico.  En el homing no sistémico 

las MSCs se trasplantan localmente en el tejido dañado donde se dirigen al lugar 

de la lesión mediante el mencionado gradiente de quimiocinas 105,106. El homing 

sistémico requiere el reclutamiento endógeno o el trasplante de MSCs dentro 

de la vasculatura de un tejido, seguido de la transmigración a través del 

endotelio para llegar al lugar de la lesión 107,108. Se ha demostrado que la 

migración a los tejidos lesionados ocurre a través de un proceso similar al de la 

migración de leucocitos. Así, la quimioatracción está mediada por receptores de 

quimiocinas presentes en la superficie de las células madre. Aunque el 

mecanismo exacto de la interacción entre las células endoteliales y las células 

madre en el sitio objetivo no está bien establecido, parece que las integrinas y 

selectinas se encuentran implicadas en estas interacciones, que se desarrollan 

en los siguientes cinco pasos 108: 

Anclaje y rodado o rolling: las MSC expresan CD44+, que se adhiere a las 

selectinas expresadas por las células endoteliales, dando lugar a que la célula 

comience a rodar a lo largo de la pared vascular. Las selectinas implicadas en 

este proceso siguen siendo un área activa de investigación. Rüster y cols. 

demostraron que los anticuerpos anti-selectina P suprimen la unión de las MSCs 

a las células endoteliales, mientras que la selectina P inmovilizada es suficiente 

para inducir el rolling de las MSCs 109. Sin embargo, las MSCs no expresan la 

glicoproteína ligando 1 de la selectina P (PSGL-1) para interactuar con la 

selectina P, por lo que algunos estudios sugieren que la galectina-1 o CD24 

podría actuar como posible ligando de la selectina P en las hASCs. 
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Activación: esta fase ocurre gracias a los receptores de quimiocinas acoplados a 

proteínas G, generalmente en respuesta a señales inflamatorias. El factor 

derivado de células estromales 1 (SDF-1) liberado por las células endoteliales, se 

une al receptor de quimiocinas CXCR4 de las MSCs. Sin embargo, algunos 

investigadores sugieren que las MSCs no expresan CXCR4, por lo que deberían 

estar involucrados otros receptores como, por ejemplo, CXCR7. 

Adhesión: las MSCs expresan la integrina α4β1 (VLA-4), la cual se activa en 

respuesta a quimiocinas como SDF-1. Tras su activación, la integrina VLA-4 se 

une a la molécula 1 de adhesión vascular (VCAM-1) de las células endoteliales. 

Transmigración endotelial (diapédesis): en esta etapa, las MSCs atraviesan la 

capa de células endoteliales y la membrana basal para alcanzar el espacio 

perivascular del tejido lesionado. Para ello, las MSCs secretan MMPs, que 

degradan la membrana basal endotelial en respuesta a las citocinas 

inflamatorias que sirven como señal para la migración hacia el tejido dañado.  

Migración extravascular: finalmente, las MSCs migran al lugar de la lesión 

guiadas por señales quimiotácticas liberadas en respuesta al daño tisular. Estas 

señales incluyen el factor de crecimiento derivado de plaquetas AB (PDGF-AB) o 

el factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), y en menor medida, las 

quimiocinas RANTES (quimiocina expresada y secretada tras la activación de las 

células T normales), quimiocina derivada de macrófagos (MDC) y SDF-1. 
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Figura 8. Descripción general de los mecanismos moleculares que facilitan cada etapa 

del homing sistémico en MSCs. Representación adaptada de Ullah y cols. 108. 

 

Potencial de diferenciación 

Aunque los diferentes tipos de MSCs comparten características fundamentales, 

deben ser consideradas como poblaciones heterogéneas, y sus propiedades y 

funciones de diferenciación pueden variar según la fuente celular y los métodos 

de aislamiento, cultivo y manipulación de las células 110,111. 

Como se ha mencionado anteriormente, las MSCs tienen la capacidad de 

diferenciarse a tipos celulares del linaje mesodérmico (adipogénico, 

osteogénico y condrogénico). Sin embargo, en ciertas condiciones de cultivo, 

que incluyen factores específicos inductores de la diferenciación, las MSCs 

también pueden adquirir las características propias de tipos celulares originados 

a partir de las demás capas germinales, como neuronas o fibroblastos, mediante  

un proceso de transdiferenciación 112.  

Desde el primer descubrimiento del potencial de diferenciación de las MSCs, se 

han realizado multitud de ensayos para producir poblaciones de MSCs 

diferenciadas en hueso, cartílago, tendón, músculo, tejido adiposo o estroma de 
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soporte hematopoyético, entre otros 113. El proceso de diferenciación en las 

células maduras específicas está controlado por diversas citocinas, factores de 

crecimiento, moléculas de matriz extracelular y factores de transcripción, 

siendo estos últimos los máximos responsables del aumento de la expresión de 

los genes encargados de la inducción y la progresión de la diferenciación celular 

114. Por otro lado, los factores epigenéticos conducen a las MSCs a 

comprometerse con un linaje particular, al reprimir genes asociados con la 

diferenciación a linajes alternativos 115. Además, es fundamental considerar la 

influencia de su tejido de origen, su nicho. El nicho de células madre es un 

microambiente especializado que mantiene y regula el conjunto de células 

madre 116. Abarca todos los elementos que rodean inmediatamente a las células 

madre en su estado indiferenciado, incluyendo el resto de células, la matriz 

extracelular y las moléculas solubles que se encuentran en ese entorno 117. 

Función trófica  

La función trófica de las MSCs hace referencia a la capacidad funcional de estas 

células para producir un efecto reparador, bien mediante el contacto célula-

célula o a través de la secreción paracrina de una amplia gama de moléculas 

bioactivas involucradas en las interacciones entre las propias MSCs o con el 

microambiente circundante 112. El conjunto de estos compuestos producidos y 

liberados por las MSCs, conocido como secretoma, incluye proteínas solubles 

como citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento y hormonas, además se 

vesículas extracelulares (EVs) como los exosomas, cuerpos apoptóticos y 

micropartículas 118. Las moléculas bioactivas intervienen en diferentes procesos 

que favorecen la remodelación de los tejidos, como la proliferación celular, la 

quimiotaxis, la migración, angiogénesis, la inmunomodulación o la 

neuroprotección, 104. La capacidad de secretar distintos factores bioactivos es 

específico de cada célula y depende de la fuente histológica de las MSCs, el 

microambiente circundante, e incluso de la edad de la persona. Todas estas 
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moléculas bioactivas pueden ser obtenidas en condiciones adecuadas de 

laboratorio; así, tras la correcta expansión in vitro de las MSCs, los factores 

bioactivos liberados al medio de cultivo pueden ser recogidos en el denominado  

medio acondicionado (CM, del inglés Conditioned Medium) 119. 

I.4.1.3. Factores de influencia en la eficacia de las MSCs 

En los últimos años se han desarrollado gran cantidad de ensayos clínicos que 

han demostrado una buena tolerancia y seguridad en la terapia con MSCs, sin 

embargo, existen discrepancias con respecto a su eficiencia en el tratamiento 

de algunas enfermedades estudiadas. Este hecho puede deberse a la falta de 

procedimientos estándar para el aislamiento, cultivo, expansión y trasplante de 

las MSCs utilizadas en los ensayos clínicos, lo que dificulta las comparaciones y 

la reproducibilidad de los resultados. Además, es necesario seguir avanzando en 

la investigación para determinar y establecer protocolos acerca de la dosis 

óptima de células, el momento y la ruta de administración, el curso del 

tratamiento y el uso adecuado de coestimuladores para cada afección 120.  

Tejido de origen 

Las MSCs son poblaciones heterogéneas cuya eficacia biológica y fenotipo 

pueden variar según el tejido de origen o la edad de los donantes 113. 

Tradicionalmente la fuente predominante de MSCs ha sido la médula ósea, pero 

con el paso del tiempo se han identificado otros tejidos de los que se pueden 

aislar las MSCs como el tejido adiposo, tejidos dentales, piel y prepucio, glándula 

salival o tejidos perinatales. Además, el número, la esperanza de vida máxima, 

y el potencial de diferenciación de las MSCs disminuyen con la edad, sin 

embargo, las MSCs derivadas de tejidos fetales tienen una alta capacidad de 

proliferación durante más tiempo. Algunos estudios han examinado el potencial 

adipogénico y osteogénico de las MSCs del cordón umbilical y han demostrado 

que las provenientes de la gelatina de Wharton y la arteria muestran mayor 
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diferenciación hacia linajes adipogénicos y osteogénicos, mientras que las 

células aisladas de la vena muestran una diferenciación más heterogénea siendo 

predominantemente adipogénica 113. Además, las MSCs derivadas de tejidos 

embrionarios y postnatal poseen mayor capacidad de diferenciación que las 

MSCs de tejidos adultos 121. 

Protocolos de aislamiento celular  

En segundo lugar, existe una falta de protocolos estandarizados para el 

aislamiento y expansión del cultivo. Las MSCs generalmente se aíslan como una 

población de células adherentes al plástico mediante protocolos de cultivo de 

explantes o mediante hidrólisis enzimática que degrada la MEC para aislarlas de 

los tejidos blandos. Se he demostrado que el aislamiento celular mediante el 

cultivo de explantes proporciona poblaciones celulares más homogéneas que 

las obtenidas mediante procedimientos enzimáticos, probablemente debido a 

que las células están protegidas del estrés proteolítico y mecánico. Además, el 

aislamiento mediante explantes favorece la liberación de citocinas y factores de 

crecimiento al medio, reduce el tiempo de proliferación celular y permite la 

expresión simultánea de marcadores de superficie CD73, CD90 y CD105 y 

ausencia de CD14, CD31, CD34 y CD45 en todas las poblaciones de MSCs 113. 

Expansión del cultivo 

El número de células necesarias para su uso clínico (de 50 a 400 millones de 

células) es mucho mayor del que se puede aislar del tejido donante (0.01-

0.001% de MSCs en médula ósea, por ejemplo), por lo que es necesaria la 

expansión del cultivo para obtener un número mayor de células. Sin embargo, 

las MSCs mantenidas en condiciones de cultivo estándar, alcanzan la 

senescencia después de un número limitado de divisiones, afectando a su 

capacidad de proliferación y potencial de diferenciación 120. Wagner y cols. 

demostraron que las MSCs cultivadas durante 43-77 días mostraban anomalías 
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morfológicas, una reducción de la expresión de marcadores específicos y 

detención de la proliferación 122. También se ha relacionado la acumulación de 

ROS en los cultivos senescentes con una disminución de la adhesión en el injerto 

de MSCs trasplantadas 123. Además, se ha sugerido que las alteraciones en la 

regulación de los mecanismos moleculares que mantienen a las MSCs en un 

estado quiescente, no proliferativo, puede producir carcinogénesis 124.  

Por otro lado, existen distintos factores que pueden afectar a la calidad de las 

MSCs durante su cultivo como la concentración de suero, la composición del 

medio, los sustratos de cultivo, la concentración de glucosa, la densidad de 

siembra celular, el número de pases, las concentraciones de O2 y CO2, el pH y la 

temperatura 113. 

Tipo de medio de cultivo 

El suero contiene factores de crecimiento y compuestos nutricionales 

necesarios para el mantenimiento de los cultivos, sin embargo, el suero es un 

compuesto xenogénico complejo con alta variabilidad entre lotes, riesgo de 

contaminación por patógenos y con efectos inmunizantes. Las MSCs 

previamente cultivadas en medios suplementados con suero bovino fetal (FBS, 

del inglés Fetal Bovine Serum) podrían contaminarse con proteínas bovinas 

causando una reacción inmunológica después del trasplante y su posterior 

rechazo 125. Estas desventajas han hecho plantearse la seguridad del suero de 

origen animal y buscar alternativas como los derivados de sangre humana 

autóloga o alogénica, que incluyen el suero humano, lisado de plaquetas (hPL) 

y suero de sangre del cordón umbilical. Se ha observado que las MSCs cultivadas 

en suero humano muestran una mayor capacidad de proliferación en 

comparación con las cultivadas en FBS al 10%. Además, se ha demostrado que 

el hPL contiene factores de crecimiento que mantienen el potencial de 

diferenciación e inmunomodulador de las MSCs, junto con una tasa de 

proliferación significativamente mayor en comparación con las MSCs cultivadas 
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en FBS 113. Además de las ventajas en el uso de derivados de sangre humana en 

cuanto a la expansión de los cultivos, Gottipamula y cols. demostraron que el 

potencial de diferenciación de las MSCs también se ve aumentado con respecto 

al uso de FBS. Así, las BM-MSCs cultivadas en hPL muestran un mayor potencial 

de diferenciación condrogénico y osteogénico que las cultivadas en FBS, 

mientras que el potencial de diferenciación adipogénico es similar 126. 

 Vía de administración  

Existen diferencias en el efecto terapéutico de las MSCs según la vía de 

administración utilizada, que puede ser sistémica o local. 

En general, la administración local es más ventajosa en la ingeniería de tejidos 

en combinación con biomateriales, aumentando el tiempo de supervivencia 

celular tras su administración. Además, el carácter invasivo del trasplante local 

no es factible para una aplicación clínica generaliza. De hecho, el tratamiento de 

determinados órganos de difícil acceso, como el corazón o el cerebro, a través 

de esta vía puede suponer un riesgo considerable.  

En la administración sistémica, las MSCs son inyectadas en el sistema 

circulatorio y atraídas hacia el tejido dañado mediante gradientes químicos. Se 

trata de una vía de administración menos invasiva que la administración local, 

lo que permite prolongar el tiempo de tratamiento mediante la inyección 

reiterada de las MSCs. Además, el trasplante sistémico permite una mayor 

viabilidad celular y el mantenimiento de un secretoma estable. Sin embargo, 

muchas células no llegan al lugar de la lesión al quedarse retenidas en los 

órganos muy capilarizados como el pulmón, el bazo y el hígado, formando 

pequeños émbolos que pueden dañar la funcionalidad de esos órganos 105,123.   

 

 



I.  Introducción 

 

55 
 

Momento del tratamiento 

Los resultados de los estudios en animales indican que la fase temprana de la 

lesión o las fases agudas y subagudas de las enfermedades pueden ser el 

momento óptimo para la terapia con células madre 120. Así, Behr y cols., 

utilizando un modelo ovino de lesión inducida por isquemia y reperfusión, 

investigaron el efecto del injerto de MSCs autólogas inyectadas en la arteria 

renal para evaluar las consecuencias del trasplante celular en una fase tardía de 

la lesión. Los resultados mostraron que hubo un aumento significativo de 

estructuras tubulares y glomerulares cuando las células se inyectaron poco 

después de la lesión 127. De manera similar, De Vasconcelos dos Santos y cols., 

utilizando un modelo de rata con isquemia cerebral focal, demostraron que 

hubo un aumento de las funciones sensorial y motora cuando las células fueron 

inyectadas un día después de la lesión 128. Otros estudios, como los llevados a 

cabo por Komatsu y cols. con un de modelo de infarto cerebral murino, sugieren 

que el momento de administración de las MSCs podría demorarse hasta un mes 

después del infarto 129. En cualquier caso, dada la escasez de datos clínicos al 

respecto, es preciso disponer de un mayor número de evidencias sobre la 

influencia de los diferentes momentos de administración en la eficacia de las 

MSCs y la ventana terapéutica con estas células.  

Dosis de administración  

Existe una fuerte correlación entre el número de células trasplantadas y los 

resultados terapéuticos en el tratamiento de las distintas enfermedades 120. 

Henning y cols. demostraron que el tamaño del infarto de miocardio disminuye 

al aumentar el número de células mononucleares de sangre de cordón umbilical 

humano trasplantadas 130. En cualquier caso, la dosis óptima de células difiere 

en función del tipo de enfermedad y el estado del paciente, así como de otros 

factores ya comentados anteriormente, como el tipo, viabilidad y pureza de las 

MSCs, y la vía de administración celular, entre otros. 
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I.4.1.4. Limitaciones y riesgos de la terapia con MSCs 

Las células madre interactúan con el microambiente específico que las rodea.  

Reciben y responden a las señales de su entorno inmediato para reaccionar a 

las necesidades cambiantes de los tejidos y para mantener su propia función 131. 

De hecho, está demostrado que las moléculas de señalización paracrina son 

primordiales para la migración y el injerto de las MSCs en el lugar de la lesión. El 

tejido lesionado muestra un microambiente pro-inflamatorio dañino, 

caracterizado por condiciones extremas de estrés oxidativo debido a la 

presencia de niveles altos de ROS, un pH bajo, baja tensión de O2 y déficit de 

nutrientes 132. De este modo, el microambiente del huésped puede modular las 

propiedades y funciones biológicas de las MSCs, así como su capacidad 

terapéutica después de su administración 133. Para ello, las MSCs deben 

sobrevivir el tiempo suficiente para migrar de manera eficaz al lugar de la lesión 

y ejercer plenamente sus funciones biológicas. Sin embargo, la mayoría de las 

células trasplantadas desaparecen en las primeras 24 horas y sólo el 1% 

sobreviven más de una semana después de la administración sistémica. 

Por otro lado, en la actualidad, existen pocas evidencias de los efectos 

secundarios de la terapia con células madre, como la formación de granulomas 

o la inmunodeficiencia y, lo que es más importante, la bioseguridad a largo 

plazo. En este sentido, una de las mayores preocupaciones en este ámbito es el 

posible riesgo de tumorigénesis. Diversos estudios sugieren que las MSCs 

pueden contribuir a la progresión tumoral, al desarrollo de metástasis, e incluso 

a la resistencia al tratamiento 134. Cabarcas y cols. han señalado que dicho 

estímulo de la progresión tumoral puede estar mediado por la secreción por 

parte de las MSCs de CXCL12, IL-6 e IL-8 135 o, como indican, Davis y cols., de 

factores como el inhibidor de la vía de señalización de TGF, Gremlin 1, que 

promueve un estado celular indiferenciado 136.  
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I.4.2. Secretoma de las MSCs: propiedades terapéuticas 

Desde que Haynesworth y cols. 137 descubrieron el secretoma, se han llevado a 

cabo multitud de estudios que han revelado que el beneficio terapéutico de las 

MSCs no sólo es atribuible a su capacidad de diferenciación, sino también a los 

factores que secretan. Se cree que el 80% del potencial terapéutico de las MSCs 

se debe a su actividad paracrina 96. Así, los productos paracrinos de las MSCs se 

consideran la alternativa al uso de las propias células en terapia regenerativa, lo 

cual ofrece las siguientes ventajas 102,138: 

 Evita problemas de seguridad como la contaminación con células 

oncogénicas y la división celular no controlada. También evita 

problemas asociados con el trasplante de células vivas como la 

compatibilidad inmune, la posible tumorigenicidad, la formación de 

émbolos y la transmisión de infecciones. 

 Los componentes del secretoma se pueden biomodificar y escalar a 

dosis específicas para obtener un producto final con mayor 

rendimiento. Además, se pueden almacenar y transportar de manera 

estable debido a su naturaleza no viva. 

 El uso del CM es más económico y más práctico para la aplicación clínica. 

Los factores tróficos secretados por las MSCs inducen la angiogénesis, reducen 

la apoptosis y la fibrosis, mejoran la supervivencia y diferenciación neuronal, 

estimulan la remodelación de la matriz extracelular, restringen la inflamación 

local y modulan la respuesta inmune 139 (tabla 4).  
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Tabla 4. Principales factores tróficos liberados por las MSCs y sus respectivos efectos 

terapéuticos. Tabla adaptada de Kot y cols. 104. 

FUNCIÓN FACTORES TRÓFICOS 

Inmunomodulación 
IDO, PGE2, PDGF, HGF, IGF, IL-6, M-CSF, TGF-β1,- 

β2 

Neuroprotección BDNF, GDNF, NGF 

Angiogénesis 
VEGF-A,-C, HGF, ANGP-1,-2, bFGF, PDGF, IL-6, 

MMP-2, IGF, FGF, TGF-β1, PIGF 

Proliferación VEGF, PDGF, HGF, FGF-2, BFGF, IGF-1 

Migración MMP-1,-2,-9, SDF-1, HGF, LIF, VEGF 

Quimiotaxis SDF-1, HGF, CSF, IGF, VEGF, LIF, M-CSF, G-CSF 

 

 

I.4.2.1. Inmunomodulación  

La inmunomodulación es la capacidad que tienen las MSCs para regular la 

actividad, proliferación y maduración de las células del sistema inmune innato y 

del adaptativo, mediante el contacto célula-célula y a través de la secreción 

paracrina de factores solubles 140. La evidencia actual sugiere que las MSCs 

ejercen efectos inmunomoduladores variables sobre los mismos tipos de célula 

inmune dependiendo de los marcadores expresados en su superficie celular, la 

secreción de diversas citocinas y los niveles de estimulación del microambiente 

local 141. De este modo, las MSCs pueden desempeñar funciones pro-

inflamatorias o anti-inflamatorias, dependiendo del estímulo recibido. Este 

comportamiento particular de las MSCs en presencia y ausencia de moléculas 

inflamatorias se denomina polarización de las MSCs 142. Así, su potencial 

terapéutico radica en el efecto supresor de la inmunidad del huésped, lo cual, 
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ofrece una opción de tratamiento prometedora para enfermedades 

autoinmunes, sepsis y GVHD. 

Las MSCs poseen baja expresión del complejo mayor de histocompatibilidad I 

(MHC) y carecen de expresión de MHC-II y moléculas coestimuladoras en la 

superficie celular (CD80-, CD86- y CD40-) y, de este modo, escapan al 

reconocimiento de las células T. Esta característica permite utilizar las MSCs de 

manera segura para el entorno alogénico, sin riesgos potenciales de rechazo 

inmune 102,111. Además, las MSCs también regulan la maduración de las células 

dendríticas, reduciendo la activación y proliferación de las células B e inhibiendo 

la proliferación y la citotoxicidad de las células NK 138,143. 

 Actividad pro-inflamatoria 

Las MSCs muestran el fenotipo pro-inflamatorio cuando existen niveles bajos de 

citocinas pro-inflamatorias como el interferón gamma (IFN-γ) y el factor TNF-α. 

En esta situación, las MSCs producen quimiocinas como la proteína inflamatoria 

de macrófagos (MIP)-1α/β, RANTES, quimiocina (motivo CXC) ligando 9 (CXCL9) 

y CXCL10 dentro de su microambiente para activar las células T 142,144. 

 Actividad anti-inflamatoria 

En su fenotipo anti-inflamatorio, las MSCs suprimen la respuesta inmune en 

microambientes ricos en citoquinas inflamatorias, como heridas, infecciones o 

trasplantes de órganos. Así, cuando existen altos niveles de IFN-γ y TNF-α, las 

MSCs producen moléculas y metabolitos inmunosupresores como PGE2, 

proteína del gen 6 del factor inducible de necrosis tumoral (TSG-6), lactato, 

ácido quinurénico y espermidina, que promueven la polarización de los 

macrófagos de un fenotipo pro-inflamatorio a uno anti-inflamatorio. Además, 

las MSCs mantienen a los macrófagos, monocitos y células dendríticas en un 

estado inmaduro o antiinflamatorio, evitando así la activación de las células T 

efectoras y promoviendo la formación de células T reguladoras (Treg). Las MSCs 
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también pueden ejercer efectos directos sobre las células T mediante la 

producción de moléculas inmunosupresoras, como el óxido nítrico (NO), 

indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), PGE2, TGF-β, hemo oxigenasa 1 (HO-1), factor 

inhibidor de la leucemia (LIF), ligando 1 de muerte celular programada (PD-L1, 

también conocido como B7H1), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y 

galectinas 144,145. 

 

Figura 9. Efecto inmunosupresor de las MSCs en células inmunes. Inhibición de la 

proliferación de células T y B, inducción y regulación de las células Treg, polarización y 

migración de macrófagos, inhibición de la función de las células NK e inhibición de la 

maduración y activación de las células dendríticas. Los efectos inmunosupresores de las 

MSCs están mediados por factores solubles y el contacto célula-célula. Representación 

adaptada de Gao y cols. 143. 

 

I.4.2.2. Propiedades anti-apoptóticas 

La muerte celular programada es un proceso biológico fundamental que 

controla el desarrollo y crecimiento celular. Alteraciones de la apoptosis durante 

las enfermedades aumentan el daño celular y la inflamación 146. Las MSCs 

previenen la muerte celular programada mediante la restauración del 
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microambiente local, al producir proteínas inhibidoras de la apoptosis, como la 

proteína Bcl-2 (linfoma de células B2), la survivina y Akt (PKB, Proteína quinasa 

B), y al disminuir la expresión de proteínas pro-apoptóticas 102. La relación de 

Bcl-2 y la proteína X asociada a Bcl-2 (Bax) determina la sensibilidad de las 

células a un estímulo patológico. Bcl-2 predominantemente expresado evita la 

liberación de activadores de caspasa; por lo tanto, es menos probable que las 

células respondan a la señalización apoptótica y viceversa 147. Por otro lado, el 

factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) previene la apoptosis mediante 

la regulación de la expresión de Bcl-2 y mediante la activación fosforilada de la 

quinasa de adhesión focal (FAK), una señal crítica de supervivencia que actúa 

suprimiendo la apoptosis mediada por p53 en células endoteliales vasculares. 

Además de la capacidad de las MSCs para sintetizar proteínas que reprimen 

directamente la apoptosis, también pueden secretar citocinas que neutralizan 

la vía apoptótica. 

I.4.2.3. Neuroprotección 

La posibilidad de que las MSCs puedan diferenciarse en células del linaje 

neuronal y su capacidad para promover la neurogénesis y la supervivencia de 

células nerviosas en sistemas in vitro e in vivo, sugiere que la terapia basada en 

MSCs y su secretoma pueden ser eficaces en el tratamiento de enfermedades 

neurológicas. Se ha demostrado que las MSCs pueden evitar la apoptosis 

neuronal in vitro, además de secretar factores neurotróficos que aumentan la 

supervivencia de las células neuronales, inducen la proliferación de células 

madre neuronales endógenas y promueven la regeneración de las fibras 

nerviosas en el lugar de la lesión 148,149. Crigler y cols. correlacionaron la 

supervivencia y mejora del crecimiento de las neuritas con la actividad del factor 

neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) en experimentos de co-cultivo en la 

línea celular de neuroblastoma SHS-Y5Y 150. Ensayos similares llevados a cabo 
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por Palomares y cols. demostraron el efecto neuroprotector del secretoma de 

las hASCs mediado por BDNF, el factor neutrófico derivado de la glía (GDNF) y 

TGF-β1 151. Además, el BDNF es un factor clave secretado por las MSCs de la 

gelatina de Wharton (en el cordón umbilical) que media el alargamiento axonal 

en las neuronas corticales e hipocampales de rata 104. También se han realizado 

estudios para describir las subpoblaciones de MSCs que coexpresan 

neurotrofinas y otras potentes moléculas neuro-reguladoras, que contribuyen a 

la supervivencia de las células neuronales y la regeneración neural. Por ejemplo, 

las MSCs derivadas del cordón umbilical (hUCB, del inglés Human Umbilical Cord 

Blood) secretan varios factores inmunomoduladores y neurotróficos in vitro, 

como TGF-β1, factor neurotrófico ciliar (CNTF), neurotrofina-3 (NT-3) y BDNF 149. 

I.4.2.4. Regulación de la angiogénesis 

La angiogénesis, proceso imprescindible en la curación de las heridas, se define 

como el proceso por el cual se generan nuevos vasos sanguíneos a partir de unos 

preexistentes. Varios estudios han demostrado que las MSCs promueven la 

angiogénesis mediante la secreción de factores de crecimiento como VEGF, 

HGF, FGF y SDF-1 152, cuyo efecto es la  inducción de la proliferación y migración 

de las células endoteliales, así como también previenen su apoptosis in vitro. 

Además de los factores estimuladores, las MSCs también secretan inhibidores 

de la angiogénesis. Recientemente, un extenso análisis proteómico del 

secretoma de las MSCs estimuladas con citocinas inflamatorias condujo a la 

identificación del inhibidor tisular de la MMP-1 (TIMP-1) como la molécula 

responsable de los efectos anti-angiogénicos de las MSCs 102. Todos estos datos 

indican que las MSCs secretan un cóctel equilibrado de factores solubles que 

regulan la angiogénesis en función del microambiente.  
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I.4.2.5. Propiedades antioxidantes  

Los procesos inflamatorios y la desregulación del metabolismo que se dan como 

consecuencia del daño celular, ocasionan una disminución de los antioxidantes 

endógenos y una reducción de la actividad de los enzimas catalizadores de las 

reacciones redox, lo que conlleva una acumulación de ROS. Este aumento en la 

producción de ROS conduce a un estado de estrés oxidativo que, finalmente, da 

como resultado un daño mitocondrial, el agotamiento de la adenosina trifosfato 

(ATP), el aumento de la peroxidación lipídica y la activación de las vías de muerte 

celular 153.   

Se ha observado que la terapia con MSCs y su secretoma reduce el estrés 

oxidativo durante los procesos inflamatorios a través de su actividad 

antioxidante. Actualmente, se ha propuesto que esta reducción se debe a la 

eliminación de radicales libres, mejora de las defensas antioxidantes del 

huésped, modulación de la respuesta inflamatoria o aumento de la respiración 

celular de las células del huésped 154. Por ejemplo, se ha observado que  la 

liberación por parte de las MSCs del IGF protege a los fibroblastos y a las células 

epiteliales intestinales de los radicales libres, el HGF protege el epitelio 

pigmentario de la retina contra el estrés oxidativo inducido por el agotamiento 

de GSH y la IL-6 reduce la muerte de las células epiteliales inducida por el 

peróxido de hidrógeno 155.  

Sin embargo, el mecanismo celular más importante para el control del estrés 

oxidativo se lleva a cabo a través del factor nuclear eritroide 2 (Nrf2). Nrf2 es un 

factor de transcripción que regula la expresión de genes que codifican proteínas 

antioxidantes, anti-inflamatorias y detoxificantes 156. En ausencia de estrés, Nrf2 

se localiza en el citoplasma donde interactúa con la proteína de unión a la actina, 

la proteína 1 asociada a ECH similar a Kelch (Keap1), lo que lleva a su 

ubiquitinación y degradación proteasomal 157,158. Cuando los niveles de ROS son 
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elevados, Nrf2 se disocia de Keap1 y se transloca al núcleo, donde se une al 

elemento de respuesta antioxidante (ARE), iniciando la expresión de enzimas 

desintoxicantes y proteínas antioxidantes como NAD(P)H quinona 

oxidoreductasa 1 (NQO1), GSH, HO-1, SOD-1, GPx-1 y CAT 159,160. En la 

actualidad, se han llevado a cabo diversos estudios que demuestran el efecto 

antioxidante de las MSCs a través de Nrf2, pero además, cada vez hay más 

evidencias de que los productos paracrinos de las MSCs pueden modular la 

respuesta antioxidante de las células diana. Así, Zang y cols. estudiaron el efecto 

de las EVs derivadas de MSCs y de fibroblastos dérmicos para analizar su efecto 

antioxidante en un modelo de lesión renal aguda en ratas, demostrando un 

aumento de Nrf2/ARE en las células del huésped únicamente con las EVs 

derivadas de las MSCs 155. Por su parte, Hong y cols. han demostrado en un 

modelo de lesión de hígado en ratones que el CM derivado de ASCs cultivadas 

en hipoxia aumenta la expresión de Nrf2 en las células de ratón 161. 

I.4.2.6. Remodelación tisular y propiedades anti-fibróticas 

La fibrosis es una parte esencial del proceso de cicatrización de las heridas 

caracterizada por la formación y el depósito excesivo de matriz extracelular por 

parte de los fibroblastos, pericitos y miofibroblastos. En la gran mayoría de los 

casos, la fibrosis se desarrolla como consecuencia de una lesión epitelial o 

endotelial 162. 

Las MSCs son capaces de remodelar el tejido dañado y acelerar el proceso de 

cicatrización de las heridas gracias a su capacidad para diferenciarse en 

queratinocitos, células epidérmicas, células endoteliales, pericitos y sebocitos 

de las glándulas sebáceas en la piel adyacente a la herida in vivo. Además, su 

actividad paracrina favorece la migración, el reclutamiento y la proliferación de 

queratinocitos epidérmicos y fibroblastos dérmicos para acelerar el cierre de la 

herida 163,164. Asimismo, el secretoma de las MSCs ejerce también un efecto anti-
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fibrótico mediante una disminución de la acumulación de proteínas de la matriz 

extracelular 165. De hecho, en el secretoma de las MSCs de ratas se han 

identificado 32 proteínas que regulan negativamente la expresión de factores 

fibróticos, como las MMPs, colágenos, TGF-β y proteínas Smad.  

I.4.3. Estrategias para mejorar el potencial terapéutico 

A pesar de la potencialidad de las propiedades terapéuticas de las MSCs, las 

principales dificultades encontradas en el tratamiento con esta población 

celular es mantener su viabilidad, propiedades y función antes y después de la 

implantación in vivo. Como se ha mencionado anteriormente, el microambiente 

adverso que existe en el lugar de la lesión puede reducir las propiedades y 

funciones biológicas de las MSCs. Por ello, es necesario potenciar las funciones 

de estas células para que puedan responder adecuadamente a los niveles altos 

de ROS, pH bajo, baja tensión de O2 y déficit de nutrientes, característicos del 

microambiente del tejido dañado.  

Se han propuesto dos enfoques principales para mejorar el potencial 

terapéutico de las MSCs con resultados prometedores: i) la ingeniería genética 

de genes funcionales y ii) el pre-acondicionamiento de las células con diversas 

moléculas bioactivas o con modificaciones en las condiciones de cultivo. El 

objetivo de estas estrategias es capacitar a las MSCs para hacer frente al citado 

microambiente adverso existente, de modo que se pueda aumentar su 

supervivencia celular, disminuir la apoptosis y facilitar la liberación de sus 

factores tróficos que lleven a cabo la acción inmunomoduladora y angiogénica 

que les caracteriza (figura 10). 
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Figura 10. Efectos de la modificación genética y el pre-acondicionamiento de las MSCs. 

Esquema adaptado de  Schäfer y cols. 166. 

 

I.4.3.1. Modificación genética 

La terapia génica es una rama de la medicina moderna que se define como la 

técnica experimental que introduce ADN exógeno en las células de un paciente 

o directamente in vivo para tratar una variedad de trastornos genéticos 

heredados o adquiridos. De este modo, se pueden transferir o transducir genes 

responsables de la supervivencia, la migración o las propiedades 

inmunomoduladoras, directamente en las propias MSCs para mejorar su 

potencial terapéutico 133. Para ello, existen métodos no virales (transfección) y 

virales (transducción) de manipulación genética. La técnica de la transfección 

utiliza métodos químicos o físicos para la incorporación del ADN que codifica el 

gen de interés. Se trata de una técnica sencilla, aunque existen ciertas 
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limitaciones debido a su baja eficiencia, a la posibilidad de perturbar las 

membranas celulares y nucleares, y a que es una técnica inadecuada para 

grandes poblaciones de células 133. Además, el uso de agentes químicos puede 

provocar toxicidad. Una alternativa a los métodos no virales es la transducción. 

Esta técnica, explota la capacidad natural de los virus para infectar las células, lo 

que conduce a una expresión transgénica estable y a la preservación del 

transgen durante varios pases durante la división y diferenciación celular. 

Actualmente, los virus que se utilizan como vectores son los lentivirus, 

retrovirus, virus adenoasociados, adenovirus y baculovirus 167,168. Aunque los 

vectores virales presentan una alta eficiencia de infección, su aplicación clínica 

actualmente es reducida debido a la posible transformación oncogénica, el 

riesgo patogénico y la inducción de respuestas inmunes 168.  

I.4.3.2. Pre-acondicionamiento 

El pre-acondicionamiento es una de las principales estrategias propuestas para 

mejorar la función celular y las propiedades terapéuticas de las MSCs y, por 

tanto, la supervivencia en microambientes hostiles. El pre-acondicionamiento 

se fundamenta en el concepto biológico de la hormesis, entendida como una 

respuesta adaptativa de las células y los organismos a diferentes tipos de estrés 

132,169. 

Las estrategias de pre-acondicionamiento en la terapia con células madre 

aumentan la tasa de supervivencia celular y el potencial de diferenciación, y 

mejoran los efectos paracrinos en la supresión de factores inflamatorios, 

respuestas inmunes y fibrosis. Estos efectos promueven la regeneración de 

órganos y tejidos y la recuperación funcional después de la implantación celular 

170. Actualmente, dichas estrategias se basan en la modificación de las 

condiciones de cultivo (hipoxia o anoxia), cultivos en 3D, adición de factores 
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tróficos (factores de crecimiento, citoquinas u hormonas), lipopolisacáridos, 

H2O2, y agentes farmacológicos 166 (figura 11).  

 

Figura 11. Estrategias de pre-acondicionamiento in vitro de las MSCs para aumentar su 

potencial terapéutico. 

 

Los diferentes métodos de pre-acondicionamiento activan o suprimen 

diferentes señales moleculares y cascadas de transducción de señales, así como 

modifican la composición del secretoma celular. 

 Hipoxia  

La tensión de O2 considerada como normóxica, en el cultivo celular in vitro es la 

de la presión atmosférica (21% de O2), mientras que el término hipoxia, en el 

mismo contexto, se utiliza para referirse a las tensiones de O2 comprendidas en 

el rango del 2 al 5%. Sin embargo, la tensión fisiológica en los tejidos in vivo 

puede variar desde un 1% en el cartílago y la médula ósea hasta un 12% en la 

sangre periférica; por lo tanto, el 21% de O2 utilizado habitualmente para el 

cultivo in vitro de las MSCs es mucho mayor que la tensión fisiológica de O2 101. 
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Así, se ha demostrado que las condiciones de cultivo de las MSCs en normoxia 

pueden disminuir su actividad proliferativa, provocar una senescencia temprana 

y daños en el ADN, además de afectar a sus funciones, como su capacidad de 

diferenciación y de respuesta ante la inflamación 171. De este modo, una 

concentración adecuada de O2 puede mejorar las propiedades y el crecimiento 

de las MSCs y el efecto trófico de su secretoma 102. 

Numerosos estudios han demostrado que el cultivo celular en condiciones de 

hipoxia mejora el potencial regenerativo de las MSCs. De hecho, el pre-

acondicionamiento con hipoxia induce cambios metabólicos en las MSCs que 

favorecen la supervivencia celular, el mantenimiento de la homogeneidad, el 

potencial de diferenciación, el aumento de la expresión de los receptores de 

quimiocinas y el retraso  del proceso de envejecimiento celular in vivo después 

del trasplante 125. Bajas concentraciones de O2 también aumentan el potencial 

angiogénico e inducen la expresión de genes involucrados en la migración (por 

ejemplo, CXCR4, CXCR7 y SDF-1), principalmente regulados por la actividad del 

factor inducible por hipoxia 1α (HIF-1α) 166. A su vez, la activación de HIF induce 

la síntesis de promotores de la vascularización como VEGF y la angiotensina. 

Zang y cols. observaron en un modelo de lesión renal aguda en rata, que el pre-

acondicionamiento con hipoxia conduce a un aumento de los niveles de VEGF, 

bFGF y Akt, factores implicados en la mejora de los efectos antioxidantes, anti-

apoptóticos y pro-angiogénicos de las MSCs 172. Asimismo, Jun y cols. han 

observado que el secretoma de las MSCs pre-acondicionadas con hipoxia, 

muestran niveles más altos de VEGF y TGF-β, lo que conduce a una mayor 

proliferación celular y migración de los fibroblastos dérmicos 173. 

 Cultivos en 3D 

En general, el cultivo celular convencional se realiza como un sistema 

bidimensional (2D), en el que las células crecen en monocapa; sin embargo, es 

un ambiente altamente artificial, deficiente en interacciones de tipo célula-
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célula o extracelulares, lo que conlleva una disminución en la proliferación 

celular, así como en el rendimiento terapéutico. El cultivo 3D, en el que las 

células se organizan formando esferoides, surge como una alternativa para 

simular las condiciones reales de las células in vivo y mejorar su potencial 

terapéutico. Los esferoides son estructuras multicelulares en las que las células 

adherentes se ven obligadas a agregarse entre sí mediante un sistema de cultivo 

en suspensión 133. 

Al comparar los cultivos tradicionales 2D con los cultivos 3D, se ha observado 

que en los esferoides: i) aumenta la expresión de moléculas de la MEC como la 

E-cadherina, fibronectina y laminina; ii) mejora la capacidad proliferativa y de 

supervivencia; iii) altera la preferencia de diferenciación; y iv) aumenta el nivel 

de secreción de factores tróficos asociados con la inflamación y vascularización 

101,133. Además, se ha demostrado que el CM derivado de esferoides de MSCs 

inhibe la producción de TNF-α, CXCL2, IL-6, IL-12p40 e IL-23 en los  macrófagos 

estimulados por lipopolisacáridos y estimula una mayor producción de PGE2 102. 

Otros estudios realizados en ratones por Bartosh y cols., han demostrado que 

las MSCs de esferoides formados mediante la técnica “hanging-drop” expresan 

niveles más altos de  la proteína anti-inflamatoria TSG-6 y de estancalcalcina-1 

(STC1), una proteína anti-apoptótica 166. 

Sin embargo, este tipo de cultivo celular presenta ciertos inconvenientes.  

Debido a su estructura esferoidal, la difusión de nutrientes, oxígeno y desechos 

a través del interior de los esferoides se ve comprometida de manera 

dependiente del tamaño. Este hecho puede contribuir a una expresión genética 

determinada en las MSCs, pero también puede comprometer la viabilidad de las 

células en el núcleo del esferoide, especialmente en condiciones adversas 174. 
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 Adición de factores tróficos 

La estimulación de las MSCs con factores tróficos como los factores de 

crecimiento EGF, GDNF e IGF-1, la citocina pro-inflamatoria TNF-α, la quimiocina 

SDF-1 (CXCL12) u hormonas como la angiotensina II, ha demostrado mejorar la 

capacidad regenerativa o las funciones paracrinas de las MSCs 166. Por ejemplo, 

el pre-acondicionamiento de las MSCs con EGF estimula la secreción de VEGF, 

HGF, factor de crecimiento similar a EGF de unión a heparina (HB-EGF), IL-6 e IL-

11. Dicha secreción de VEGF y HGF resulta relevante ya que juegan un papel 

fundamental en la curación acelerada de heridas mediada por las MSCs, a través 

de la inducción de la angiogénesis y la mejora del suministro de oxígeno a los 

tejidos isquémicos. Además, Herrmann y cols. han demostrado que el pre-

acondicionamiento con TGF-β también estimula la producción de VEGF in vitro, 

efecto que se ve incrementado si dicho pre-acondicionamiento se realiza en 

hipoxia o en combinación con TNF-α 101,166. La presencia de este último factor, 

además de incrementar su actividad angiogénica, aumenta la proliferación, la 

migración y la diferenciación osteogénica de las MSCs a través de la regulación 

positiva de la proteína morfogenética ósea 2 (BMP-2). Del mismo modo, la 

actividad regenerativa de las MSCs puede ser estimulada por lipopolisacáridos 

o agonistas de receptores tipo toll (TLR), mediante la inducción de la producción 

de factores paracrinos 102. 

Por otro lado, el pre-acondicionamiento de las MSCs con hormonas como la 

melatonina, induce también  la expresión de VEGF, HGF y FGF-2, y aumenta la 

supervivencia de las MSCs después del trasplante en un modelo de lesión renal 

aguda 166.  

 Agentes químicos 

Se ha utilizado un amplio número de agentes químicos para el pre-

acondicionamiento de las MSCs, alguno de ellos de uso farmacológico. Por 
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ejemplo, la atorvastatina, un agente hipolipemiante, mejora la expresión de 

CXCR4 y estimula la migración de las MSCs. La curcumina, un agente procedente 

del rizoma de la cúrcuma, muestra potentes propiedades antioxidantes y anti-

inflamatorias. Por otro lado, el diazóxido, un agente que permite la apertura de 

canales de potasio sensible al ATP mitocondrial, protege a las células del estrés 

oxidativo al regular la expresión de FGF-2 y HGF 166. La antimicina y la rotenona, 

dos inhibidores mitocondriales, estimulan la secreción de factores pro-

angiogénicos y anti-apoptóticos, como VEGF y HGF.  

 Privación de nutrientes 

Para promover la proliferación y el metabolismo celular in vitro, los medios de 

cultivo contienen aminoácidos, vitaminas, sales inorgánicas, glucosa y suero. Sin 

embargo, el microambiente que encuentran las células después de la 

implantación se caracteriza por un escaso aporte de nutrientes 175.  

Moya y cols., observaron que las MSCs cultivadas en ausencia de nutrientes 

entran en un estado quiescente que, a largo plazo, favorece su viabilidad en 

entornos isquémicos 176. En este sentido, el pre-acondicionamiento mediante la 

privación de nutrientes tiene como objetivo reducir la demanda de energía de 

las MSCs, manteniéndolas en un estado de reposo, lo que facilita su 

supervivencia en entornos isquémicos 177. Así, mientras la ausencia de suero 

durante periodos largos de tiempo produce un suministro restringido severo y 

prolongado de nutrientes, lo que conlleva la disfunción mitocondrial (debida a 

la liberación de citocromo C) y la muerte celular (debida a un aumento de la 

actividad de caspasa-3), la ausencia de suero durante periodos cortos de 

tiempo, permite mantener una morfología celular normal y una mayor 

viabilidad, tasa proliferativa y capacidad de diferenciación de las MSCs 178. En 

este sentido, Moya y cols., observaron que las MSCs cultivadas en ausencia de 

nutrientes entran en un estado quiescente que, a largo plazo, favorece su 

viabilidad en entornos isquémicos 176. 
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 Tratamiento con peróxido de hidrógeno (H2O2) 

El estrés oxidativo mediado por ROS es una de las principales causas de la 

apoptosis y muerte celular de las MSCs después del trasplante. Es por ello que 

se han realizado diversos estudios en los que se plantea que el pre-

acondicionamiento con pequeñas concentraciones de H2O2 y durante un corto 

periodo de tiempo, podría facilitar la adaptación de las células al estrés oxidativo 

causado por altas concentraciones de ROS en los tejidos lesionados. Este 

proceso adaptativo ocurre gracias a la liberación transitoria de ROS en las 

mitocondrias de las MSCs, que activa las quinasas ERK. A su vez, la vía ERK 

promueve la expresión de proteínas anti-apoptóticas, como Bcl-2 y Bcl-X 177. En 

este sentido, en un estudio previo, hemos demostrado que las hASCs pre-

acondicionadas con H2O2, aumentan su supervivencia en condiciones de estrés 

oxidativo a través de la sobreexpresión de Nrf2 y el incremento de enzimas 

relacionadas (HO-1, SOD-1, GPx-1 y CAT) 179. Además, el cultivo de la línea celular 

HOGd con el CM derivado de las hASCs pre-acondicionadas con H2O2 y/o su co-

cultivo, disminuye los niveles de ROS y aumenta la capacidad antioxidante de 

las HOGd 180. 

Por otro lado, Pendergrass y cols., demostraron que el pre-acondicionamiento 

de las MSCs con H2O2 induce la neo-angiogénesis, disminuye la fibrosis 

miocárdica y mejora la función cardíaca de los ratones 181. Asimismo, Zhang y 

cols. observaron que dicha mejoría está correlacionada con valores más altos de 

VEGF, HGF e IL-6 172. 

I.4.4. Las hASCs como estrategia terapéutica en el fotoenvejecimiento  

Las MSCs poseen muchas propiedades que las convierten en una modalidad de 

terapia celular prometedora en dermatología. Su capacidad regenerativa a 

través de su función paracrina sobre las células dérmicas, sus propiedades pro-

angiogénicas y su protección frente al estrés oxidativo, está generando un gran 
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interés en este campo 182. Además, existe una especial atención a las 

características inmunológicas de las MSCs para uso terapéutico, especialmente 

en pacientes con afecciones cutáneas inflamatorias y con el sistema inmune 

debilitado, en los que han fallado otras terapias. Por otro lado, también ha sido 

explorado su papel en el ámbito de la estética, donde se ha observado una 

reducción de las arrugas provocadas por el fotoenvejecimiento 183.  

Como se ha indicado anteriormente, las hASCs poseen una serie de ventajas con 

respecto al uso de otras fuentes de células madre, como su facilidad de 

aislamiento, abundancia en el tejido de origen o una mayor capacidad 

proliferativa ex vivo, ofreciendo una alternativa muy prometedora en la 

reparación y regeneración de los tejidos 184. Recientemente, se ha demostrado 

que las hASCs, a través de su función paracrina, aportan diversas ventajas a 

tener en cuenta en el abordaje terapéutico del fotoenvejecimiento. Así, Park y 

cols. han observado en modelos murinos que el CM de las hASCs estimula tanto 

la síntesis de colágeno como la migración de los fibroblastos dérmicos, lo que 

acelera la cicatrización de heridas en modelos animales 185. Este medio también 

protege a los fibroblastos dérmicos del estrés oxidativo inducido por la radiación 

UV-B 155. Por ejemplo, la IL-6 atenúa el estrés oxidativo mediante la activación 

del transductor de señal y el activador de la transcripción 3 (STAT3), la vía 

antioxidante de Nrf2 y regulando la Mn-SOD 186. Por otro lado, Palomares y cols. 

demostraron que la capacidad antioxidante del CM de las hASCs es 1.8 veces 

superior a la del medio estándar 151. Jeong y cols. investigaron el uso de cultivos 

de fibroblastos humanos y hASCs para disminuir las arrugas de la piel 

fotoenvejecida en un modelo de ratón. Descubrieron que cuando se inyectaban 

las hASCs en la arruga, aumentaba la densidad de colágeno y la expresión de 

tropoelastina y fibrilina-1 en la dermis 187. Choi y cols. comprobaron que los 

exosomas derivados de las hASCs suprimen la sobreexpresión de MMP-1 
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causada por la radiación y aumentan la expresión de colágeno I, II, III y V, y 

elastina en fibroblastos dérmicos 188. 

Todos estos datos tan prometedores justifican la necesidad de continuar 

investigando sobre la utilidad de las hASCs en el abordaje del 

fotoenvejecimiento, así como en posibles mecanismos moleculares que 

incrementen su capacitación terapéutica. En este sentido, el pre-

acondicionamiento de las hASCs puede suponer una nueva estrategia para 

mejorar las propiedades biológicas que permitan paliar el envejecimiento 

prematuro de la piel. 
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La utilización de las hASCs se ha propuesto como nueva terapia celular en 

dermatología, en particular frente al fotoenvejecimiento. Estas células poseen 

importantes propiedades citoprotectoras y de reparación celular, ejercidas 

tanto por acción directa como por su efecto paracrino. Se han planteado 

diferentes estrategias de pre-acondicionamiento in vitro de las hASCs para 

mejorar dicho efecto paracrino, dirigidas a la modulación de la respuesta 

inflamatoria y a la limitación de la producción de fibrosis.  

En este contexto, y teniendo en cuenta el relevante papel que el estrés oxidativo 

juega en la respuesta inflamatoria dérmica inducida por la radiación UV-B, en 

este trabajo se plantea la siguiente Hipótesis: 

El medio acondicionado (PC/CM) de las hASCs pre-acondicionadas con dosis 

bajas de H2O2 ejerce un efecto fotoprotector sobre los fibroblastos dérmicos 

frente a la radiación UV-B. 

Para demostrar esta hipótesis, se plantean los siguientes Objetivos: 

1. Analizar el efecto de la radiación UV-B sobre el nivel de estrés oxidativo 

y la actividad biológica de los fibroblastos dérmicos y de las hASCs. 

2. Evaluar la influencia del pre-acondicionamiento con H2O2 sobre las 

propiedades del cultivo de las hASCs. 

3. Analizar el efecto del pre-acondicionamiento con H2O2 sobre la 

respuesta adaptativa frente al estrés oxidativo inducido por la radiación 

UV-B en las hASCs.  

4. Analizar el efecto del PC/MC sobre la actividad biológica de los 

fibroblastos dérmicos. 

5. Evaluar el efecto fotoprotector del tratamiento con PC/CM en la 

respuesta de los fibroblastos dérmicos a la radiación UV-B. 
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La radiación UV es el principal factor etiológico del fotoenvejecimiento de la piel. 

Específicamente, la radiación UV-B puede atravesar la epidermis alcanzando la 

dermis e hipodermis, donde se localizan los fibroblastos dérmicos y las hASCs 

respectivamente 20. Los fibroblastos son las células encargadas de sintetizar el 

componente fibrilar de la MEC y, por tanto, del mantenimiento de su equilibrio 

metabólico 189. Por este motivo, la irradiación in vitro de fibroblastos con UV-B, 

con la consecuente inducción de estrés oxidativo en dichas células, se ha 

establecido como un modelo experimental para el envejecimiento cutáneo 

extrínseco 20.  

Por otro lado, la terapia celular con hASCs posee un gran potencial para el 

tratamiento del fotoenvejecimiento debido a las propiedades 

inmunomoduladoras, anti-inflamatorias, anti-fibróticas y antioxidantes de 

dichas células. Sin embargo, es preciso caracterizar de forma previa su respuesta 

frente al estrés oxidativo para poder valorar adecuadamente su potencial 

terapéutico en este ámbito. 

En este capítulo se analiza la respuesta in vitro a la radiación UV-B de los 

fibroblastos dérmicos y las células hASCs. En primer lugar, se establece un 

modelo de irradiación in vitro con UV-B y se analiza el efecto de dosis crecientes 

de radiación para determinar las intensidades adecuadas de trabajo que se 

utilizarán en los siguientes experimentos que se describen en este capítulo. A 

continuación, se analizan los distintos parámetros biológicos relacionados con 

el fotoenvejecimiento.  

 

 



III. Capítulo 1 

 

84 
 

III.1. MATERIAL Y MÉTODOS 

III.1.1. Células, mantenimiento y conservación de los cultivos 

Células madre mesenquimales humanas derivadas de tejido adiposo 

(hASCs) 

Las hASCs de origen humano fueron donadas por Histocell S.L. (Parque 

Científico-Tecnológico de Zamudio, Vizcaya, España) para la realización de este 

estudio (figura 12). Fueron aisladas a partir de muestras de tejido adiposo 

procedentes de lipoaspirados, obteniéndose un stock de células que 

posteriormente se almacenó a -180˚C en nitrógeno líquido. Mediante la 

expansión en cultivo de estas células, se obtuvo una reserva de material 

biológico suficiente para completar el estudio. 

 

Figura 12. Imagen de contraste de fases de un cultivo de hASCs en frasco de 175 cm2. 
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Dado su carácter de línea celular de proliferación limitada y con el fin de 

garantizar la experimentación en condiciones adecuadas de cultivo, se 

estableció el pase siete como límite máximo de subcultivo. 

Fibroblastos humanos de origen dérmico (HFFs) 

Las células utilizadas para analizar el efecto de la radiación UV-B fueron 

fibroblastos aislados a partir de prepucio humano (HFFs, Human Foreskin 

Fibroblasts; figura 13). El aislamiento y expansión de los HFFs fue realizada 

también por Histocell S.L., y donadas para la realización de este trabajo. Del 

mismo modo que en el caso anterior, se procedió a la expansión en cultivo de 

estas células en número suficiente para la realización del estudio. Se estableció 

también como límite máximo de subcultivo el pase siete. 

 

Figura 13. Imagen de contraste de fases de un cultivo de HFFs en frasco de 175 cm2. 
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Mantenimiento y conservación de los cultivos  

El stock y los viales donados se conservaron almacenados a -180˚C en un tanque 

de nitrógeno líquido y a -80˚C en un ultracongelador MDF-U52V (Sanyo Electric 

Biomedical Co, Osaka, Japón). Para el establecimiento de los cultivos, los viales 

almacenados se descongelaron en el baño termostático a 37˚C. La manipulación 

de los cultivos se realizó en una cabina de flujo laminar vertical VP-100 (Telstar, 

Madrid, España). 

La siembra inicial de las células se estableció en frascos de cultivo de 175 cm2 de 

superficie (Sarstedt AG & CO, Nümbrecht, Alemania) a una densidad de 2 x 103 

células/cm2 en medio completo. Este medio está compuesto por DMEM 

(Dulbecco´s Modified Eagle Medium, Gibco® de Life technologiesTM, Waltham, 

MA, EE.UU.), suplementado con piruvato sódico 1 mM (Gibco® de Life 

technologiesTM, Waltham, MA, EE.UU.), 1% glutamax (Gibco® de Life 

technologiesTM, Waltham, MA, EE.UU.), penicilina-estreptomicina 100 U/ml y 

100 µg/ml, respectivamente (Lonza, Verviers, Bélgica), y 10% de suero bovino 

fetal (FBS, Fetal Bovine Serum, Biochrom AG, Berlin, Alemania). 

Los cultivos se mantuvieron incubados en atmósfera húmeda a 37˚C y un 5% de 

CO2 (CO2 incubator MCO-18AIC, Sanyo Electric Biomedical Co, Osaka, Japón). El 

medio de crecimiento se reemplazó cada dos días y se mantuvo la incubación 

para la expansión del cultivo. 

Alcanzado el estado de semiconfluencia (80-90% de la superficie del frasco de 

cultivo ocupada) se realizó el subcultivo. Para ello, las células se despegaron con 

un tratamiento de tripsina y ácido etilendiaminotetraacético (tripsina-EDTA, 

Gibco® de Life technologiesTM, Waltham, MA, EE.UU.) al 0.05% durante 5 

minutos a 37˚C. La suspensión celular obtenida se diluyó al 50% con tampón 

fosfato en solución salina (PBS, Phosphate Buffered Saline, Sigma-Aldrich® 

Chemical Co, St. Louis, MO, EE.UU.) y con un 10% de FBS para detener la reacción 
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de la tripsina-EDTA. A continuación, se centrifugó durante 5 minutos a 250 g 

(Heraeus Labofuge 400R, Hanau, Alemania) a 20˚C. Se eliminó el sobrenadante 

y las células se resuspendieron en el volumen de medio completo necesario para 

poder realizar un contaje óptimo (30-60 células/campo). El recuento celular se 

realizó en un hemocitómetro Bürker (Blau-Brand®, Wertheim, Alemania), 

estimando la viabilidad celular por el método de exclusión del Azul Tripán 

(Gibco® de Life technologiesTM, Grand Island, NY, EE.UU.). Por último, se 

estableció de nuevo el cultivo, continuando la expansión celular de las 

densidades indicadas anteriormente. 

Congelación de las células 

Una vez realizada la expansión del cultivo se procedió a obtener un stock celular 

suficiente para cubrir las necesidades de experimentación. Para ello, a partir de 

los cultivos en semiconfluencia se obtuvo un pellet de células que fue 

resuspendido en medio completo para realizar el recuento celular y ajustar el 

volumen de congelación a una densidad de 106 células/criovial en 1 ml de 

solución de congelación, compuesta por un 90% de FBS y un 10% de dimetil 

sulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich® Chemical Co, St. Louis, MO, EE.UU.). Los 

crioviales se trasladaron en un contenedor para congelación sumergido en 

propanol (Mr. Frosty, Nalgene® Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) 

directamente al ultracongelador a -80˚C. Este sistema permite atenuar la 

velocidad de enfriamiento, produciendo una congelación gradual desde la 

temperatura ambiente hasta -80˚C. 

Siembra de la suspensión celular en placa 

Las células fueron sembradas en placas de 96, 24 (Sarstedt AG & 

CO, Nümbrecht, Alemania) y 6 pocillos (CorningTM, Corning, NY, EE.UU.), o bien 

en insertos de cultivo de 2 pocillos (Ibidi Cells in Focus, Planegg, Alemania), 

cámaras de cultivo de 8 pocillos (Ibidi Cells in Focus, Planegg, Alemania) y 
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cubreobjetos de 12 mm de diámetro (Menzel-Gläser, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, EE.UU.) a las densidades indicadas en la tabla 5. El tiempo de 

adhesión a la superficie del pocillo fue de 2.5 horas.  

En todos los casos se utilizaron células con un mínimo de tres y un máximo de 

siete pases desde la descongelación, a excepción del control positivo en el 

estudio de senescencia celular. 

Tabla 5. Densidad celular, tanto de HFFs como de hASCs, sembrada en los distintos 

soportes de cultivos utilizados en la experimentación. 

Soporte de siembra 
Superficie de 
cultivo (cm2) 

Volumen de 
siembra (µl) 

Densidad celular 
(células/pocillo) 

Placa de 96 pocillos 0.29  100  1 x 104  

Placa de 24 pocillos 1.82  200  6.2 x 104  

Placa de 6 pocillos 9.5  1.000  3 x 105  

Placa con inserto de 
silicona de 2 pocillos 

0.22  70  7 x 103  

Cámaras de cultivo 
de 8 pocillos 

1.00  200 3 x 104  

Cubreobjetos 1.13 200  7 x 103 

 

 

III.1.2. Modelo de irradiación in vitro con UV-B 

Para establecer el modelo de irradiación in vitro con UV-B (figura 14), se 

procedió a la siembra de los cultivos en placa a las densidades indicadas 

previamente, seguida de un período de incubación de 24 horas. El soporte de 

siembra elegido dependió del parámetro a analizar. 

Transcurrido el tiempo de incubación, se eliminó el medio de cultivo, se 

procedió a un lavado con PBS y se añadió PBS fresco en un volumen igual al 

volumen de siembra. Se procedió a la irradiación de los cultivos utilizando una 
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lámpara UVLM-26 (Ultra-Violet Products, Cambridge, Reino Unido) según las 

condiciones que se especifican a continuación: 

 Longitud de onda: 302 nm  

 Distancia fuente-placa de cultivo: 15 cm 

 Irradiancia: 516 µW/cm2  

 Intensidad: 0-100 mJ/cm2. Los diferentes valores de intensidad se 

calcularon según la siguiente fórmula: 

𝐻 = 𝐸 𝑥 𝑡 

donde “H” es la exposición a la radiación en J/cm2, “E” es la irradiancia en W/cm2 

y “t” el tiempo de exposición en segundos 190. 

Tras la irradiación de las células, se sustituyó el PBS por medio completo y se 

mantuvieron los cultivos durante los tiempos establecidos para cada uno de los 

ensayos a realizar.  

 

Figura 14. Esquema del proceso de irradiación in vitro con UV-B. 
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III.1.3. Determinación del efecto de la radiación UV-B sobre los HFFs y 

las hASCs 

III.1.3.1. Evaluación de la viabilidad celular y cálculo de la dosis letal 50 (LD50)  

La viabilidad celular se cuantificó según el método colorimétrico del PrestoBlue® 

(PB, Invitrogen, Eugene, OR, EE.UU.). El compuesto activo del PB es la resazurina, 

un compuesto no tóxico, permeable a las células y de color azul no fluorescente. 

Al entrar en las células vivas, la resazurina se reduce a resorufina, que emite 

fluorescencia roja muy brillante o rosa, permitiendo así una medida cuantitativa 

de la viabilidad o citotoxicidad mediante una lectura colorimétrica o 

fluorimétrica 191. La técnica del PB no produce lisis celular, lo que permite seguir 

la cinética de crecimiento de una misma muestra de células. Para este ensayo 

las células fueron tratadas con PB a una concentración final del 10% (v/v) sobre 

el medio de cultivo. Como blanco se utilizó medio completo sin células, para 

corregir los valores de absorbancia de las muestras. 

Las experiencias se realizaron a partir de una siembra de 1 x 104 células/pocillo 

en placas de 96 pocillos, en 100 µl de medio completo (5 réplicas por muestra). 

Tras 24 horas, se sustituyó el medio de cultivo por PBS y las células se irradiaron 

a dosis crecientes de radiación UV-B (0-80 mJ/cm2). Inmediatamente después 

de la irradiación, se sustituyó el PBS por medio completo y se incubó el cultivo 

durante 48 horas. Tras el periodo de incubación, se añadió PB durante 3 horas 

a 37˚C y se midió la densidad óptica de las muestras en el lector de placas 

multiparamétrico SynergyTM HT System, (espectrofotómetro, Biotek, HT 

Synergy, Winooski, VT, EE.UU.) a 570 nm y 600 nm.  
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El cálculo de la LD50 (dosis de irradiación que ocasiona la muerte del 50% de la 

población celular) se realizó a partir de una curva de las intensidades de 

irradiación (representada en el eje X) y los valores de absorbancia (en el eje Y), 

siguiendo un modelo de regresión exponencial negativo; en dicho modelo, la 

viabilidad celular disminuye de forma exponencial en función de la intensidad 

de irradiación según la siguiente ecuación 192: 

𝑌 = 𝑎 𝑥 𝑒−𝑏𝑋 

donde “Y” es el porcentaje de viabilidad, “a” es la ordenada en el origen (valor 

constante), “b” es la constante de variación, “X” es la intensidad de irradiación 

en mJ/cm2 y “e” es la constante de Napier (2.72).  

III.1.3.2. Análisis de la morfología celular 

Para analizar el efecto de la radiación UV-B sobre la morfología de ambas líneas 

celulares se realizaron capturas de la imagen de los cultivos a través del 

microscopio de contraste de fases. Para ello, las células fueron sembradas en 

placas de 6 pocillos según las condiciones indicadas en la tabla 5. Tras 24 horas 

de incubación, se irradiaron a 11, 22, 35 y 75 mJ/cm2. A continuación, se 

sustituyó el PBS por medio completo durante 48 horas. Al cabo de este tiempo, 

se obtuvieron imágenes de cinco campos de cada pocillo con el objetivo 10x.  

  

  

III.1.3.3. Determinación de la citotoxicidad  

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima citoplasmática que es liberada 

por las células dañadas o muertas al medio extracelular al perder la integridad 
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de su membrana. Por tanto, el incremento en la actividad de LDH en el 

sobrenadante del cultivo es proporcional al número de células lisadas. La enzima 

LDH cataliza la reducción de NAD+ a NADH en presencia de L-lactato; la 

formación de NADH se puede medir mediante una reacción acoplada en la que 

la sal de tetrazolio se reduce hasta formar un producto de formazán, de color 

rojo 193. La cantidad e intensidad de color debido al formazán solubilizado puede 

medirse espectrofotométricamente a una λ=490 nm. 

Para estos ensayos, las células se sembraron en placas de 96 pocillos, en 100 µl 

de medio completo (5 réplicas por muestra). Tras 24 horas de incubación, se 

irradiaron en las condiciones mencionadas previamente a 11, 22, 35 y 75 

mJ/cm2. A continuación, se sustituyó el medio de irradiación por medio 

completo con un 1% de FBS y se incubaron durante 24 y 48 horas.  

 

La medida de la cantidad de LDH se llevó a cabo mediante el kit de detección de 

citotoxicidad (Cytotoxicity Detection kit, Roche, Mannheim, Alemania). El 

porcentaje de citotoxicidad se calculó según se describe a continuación: 

% 𝐶𝑖𝑡𝑜𝑡𝑜𝑥𝑖𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 =
𝐿𝐷𝐻𝑒

𝐿𝐷𝐻 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 (𝐿𝐷𝐻𝑒 + 𝐿𝐷𝐻𝑖)
 𝑥 100 

 

donde LDHe (LDH extracelular) es la absorbancia obtenida a partir de la 

liberación de LDH al medio, y LDHi (LDH intracelular) es la absorbancia obtenida 

mediante la permeabilización de la membrana con un 1% v/v de Tritón X-100 

(Sigma-Aldrich® Chemical Co, St. Louis, MO, EE.UU.) después de haber recogido 

el medio. La LDH total es la suma de los valores de absorbancia de LDHe y LDHi 

(figura 15). 
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Figura 15. Esquema del proceso de cuantificación de la actividad de LDH. 

 

III.1.3.4. Determinación de los niveles intracelulares de ROS 

Los niveles intracelulares de ROS se determinaron mediante un ensayo 

fluorimétrico basado en la emisión de fluorescencia de la sonda 2,7-

dichlorofluoresceína diacetato (H2DCF-DA, Molecular Probes®, Eugene, OR, 

EE.UU.), tras su oxidación por parte de los radicales libres intracelulares. La 

sonda, hidrolizada por las esterasas y oxidada por los ROS intracelulares, da 

lugar a la formación de diclorofluoresceína (DCF), que emite fluorescencia a una 

λem=538 nm cuando se excita a una λex=490 nm. 

En este ensayo se sembraron 1 x 104 células/pocillo en placas de 96 pocillos en 

100 µl de medio completo (5 réplicas por muestra). Tras 24 horas de incubación, 
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se añadió la solución de la sonda hasta obtener una concentración final en el 

medio de cultivo de 50 µM y las placas se incubaron durante 30 minutos en 

oscuridad a 37˚C. Transcurrido este tiempo, se retiró la sonda y se añadieron 50 

µl de PBS con el objetivo de obtener el valor de la autofluorescencia. A 

continuación, se añadieron 50 µl adicionales de PBS y se procedió a la irradiación 

con UV-B a las intensidades de 11, 22, 35 y 75 mJ/cm2. La fluorescencia emitida 

por la sonda fue registrada en el espectofotómetro de fluorescencia a los 60 

minutos. Los valores de ROS se expresaron en unidades arbitrarias de 

fluorescencia (UAF), una vez restada la autofluorescencia de las células. 

 

 

III.1.3.5. Evaluación de la senescencia celular 

La senescencia celular está caracterizada por un incremento en la actividad de 

la enzima lisosómica β-galactosidasa asociada a la senescencia (SA-β-gal). El 

efecto de la radiación en la inducción de senescencia celular fue analizado 

mediante un kit específico para la detección histoquímica del incremento de la 

actividad de dicha la enzima (Senescence Histochemical Staining Kit, Sigma-

Aldrich® Chemical Co, St. Louis, MO, EE.UU.). Este kit se fundamenta en la 

utilización del sustrato artificial 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-

galactopiranósido (X-gal), el cual es hidrolizado por la enzima β-gal a galactosa 

y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol a pH 6.0. Este último compuesto es oxidado a 

5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-índigo, un compuesto azul insoluble fácilmente 

detectable mediante microscopía óptica en el citoplasma de las células 194. 

En este caso, se sembraron 6.2 x 104 células en placas de 24 pocillos, en 200 µl 

de medio completo (3 réplicas por muestra). Como control positivo se utilizaron 
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cultivos envejecidos (pases 10-14). Transcurridas 24 horas después de la 

siembra, los cultivos se irradiaron a 11, 22, 35 y 75 mJ/cm2 y se incubaron 

durante 6 horas. Posteriormente, se lavaron las células con PBS 1x y se fijaron 

con la solución fijadora (0.2% de formaldehido + 0.02% de glutaraldehido) 

durante 6-7 minutos. Se realizaron 3 lavados con PBS 1x para eliminar los restos 

de fijador y se incubaron durante toda la noche a 37˚C, en ausencia de CO2 con 

la solución de tinción que contiene X-gal. 

 

 La observación y cuantificación de las células senescentes se realizó mediante 

microscopía de campo claro y se expresó como porcentaje de células 

senescentes presentes en el cultivo, calculado según la siguiente ecuación: 

𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑠𝑒𝑛𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑡𝑒𝑠

𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠
 𝑥 100 

 

III.1.3.6. Análisis de la migración celular 

El ensayo de migración celular o “cierre de la herida” tiene como objetivo 

evaluar la migración celular direccional in vitro 195. Se basa en un modelo 

experimental en el que las células son sembradas a ambos lados de un inserto 

de silicona que delimita un área vacía de células. Una vez alcanzada la 

confluencia, se retira el inserto para dejar una brecha en la monocapa celular. 

Las células de los dos bordes de la brecha se moverán hacia el área vacía de 

células hasta establecer nuevos contactos célula-célula, cerrando así la herida. 

En este ensayo, se sembraron 7 x 103 células en 70 µl de medio completo en 

placas con inserto de silicona de dos pocillos (Ibidi, Martinsried, Alemania). Tras 
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la irradiación a 5, 11, 22 y 35 mJ/cm2, se retiró el inserto y se sustituyó el PBS 

por medio completo con un 1% de FBS (figura 16).  

 

Figura 16. Esquema del proceso de siembra y eliminación del inserto de silicona en el 

ensayo de migración celular. Representación adaptada de Ibidi. 

 

 Inmediatamente después de la irradiación y cada 24 horas, se tomaron 

imágenes con el microscopio de contraste de fases. La cuantificación de la 

migración celular se determinó mediante el recuento del número células que 

migraron al área de la herida. Los datos se representaron expresando el valor 

promedio de células migrantes en cada tiempo y para las diferentes 

intensidades de irradiación. 
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III.1.4. Análisis estadístico 

Los ensayos se realizaron con un mínimo de tres réplicas y, al menos, tres 

experiencias independientes. 

El análisis estadístico de los resultados se realizó utilizando el programa 

informático GraphPad Prism (versión 5.0, GraphPad Software Inc., San Diego, 

CA, Estados Unidos). Las pruebas paramétricas utilizadas para determinar la 

significación fueron la t-Student y el análisis de la varianza (ANOVA), 

dependiendo del caso. Todos los datos están representados como la media ± 

desviación estándar (DE). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



III. Capítulo 1 

 

98 
 

III.2. RESULTADOS 

III.2.1. Análisis del efecto de la irradiación sobre las células HFFs y hASCs 

Para determinar el efecto de la radiación UV-B sobre los HFFs y las hASCs, se 

evaluaron los siguientes parámetros biológicos: morfología y viabilidad celular, 

niveles intracelulares de ROS, niveles de LDH, senescencia y migración. 

III.2.1.1. Efecto sobre la viabilidad celular y determinación de la LD50  

La determinación del efecto de la radiación UV-B sobre la viabilidad y 

proliferación celular se llevó a cabo mediante un estudio de la respuesta celular 

a un amplio rango de dosis de radiación de 0 a 80 mJ/cm2. 

Tanto en los HFFs como en las hASCs se observó una correlación directa entre 

las dosis de irradiación aplicadas y la disminución de la viabilidad celular de 

manera dosis-dependiente (figura 17). 

 

Figura 17. Curva dosis-respuesta para el cálculo de LD50 (línea discontinua) de cultivos 

de HFFs (A) y hASCs (B), sometidos a dosis crecientes de radiación UV-B, a las 48 horas 

tras su exposición. La figura muestra la media ± DE representativa de tres experiencias 

independientes. 
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A partir de los datos de viabilidad observados en los cultivos de HFFs y hASCs 

tras 48 horas de la irradiación, se calculó el valor de la LD50, estableciéndose en 

45.67 mJ/cm2 para los HFFs y 63.21 mJ/cm2 para las hASCs, con un coeficiente 

de correlación (R2) superior a 0.96 en ambos casos (tabla 6). Se puede observar, 

por tanto, que la reducción de la viabilidad fue 1.4 veces mayor en el caso de los 

HFFs. 

Tabla 6. Valores de la LD50 y R2 de HFFs y hASCs sometidos a dosis crecientes de radiación 

UV-B a las 48 horas. 

Tipo celular LD50 (mJ/cm2) R2 

HFFs 45.67 0.9601 

hASCs 63.21 0.9662 

 

A partir de estos valores se estableció el rango de dosis de irradiación por 

encima y por debajo de los valores de LD50, así como el tiempo de exposición 

para llevarlos a cabo (tabla 7), a utilizar en los posteriores ensayos. 

Tabla 7. Relación entre la intensidad de irradiación con UV-B y el tiempo de exposición 

de los cultivos. 

Intensidad de irradiación (mJ/cm2) Tiempo (seg) 

5 10 

11 21 

22 42 

35 67 

75 145 

 

En estas condiciones se calculó el porcentaje de viabilidad para las dosis de 

irradiación seleccionadas (tabla 8). 
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Tabla 8. Porcentaje de viabilidad de HFFs y hASCs a las dosis de irradiación seleccionadas 

para llevar a cabo los ensayos. 

Intensidad de 
irradiación (mJ/cm2) 

Viabilidad (%) 

HFFs hASCs 

5 94.5  95.6  

11 86.0  89.4  

22 72.4  79.0  

35 57.1 66.9  

75 31.5 43.7  

 

III.2.1.2. Efecto sobre la morfología celular 

Tanto los HFFs como las hASCs son células que, en condiciones normales, 

muestran una buena adhesión a la superficie del soporte del cultivo, adoptando 

una morfología fusiforme. Como se observa en la figura 18, la radiación UV-B, 

además de reducir la densidad de los cultivos en ambas líneas celulares de una 

manera dosis-dependiente, indujo cambios morfológicos en las propias células. 

En los controles no irradiados y a dosis bajas de irradiación (11 mJ/cm2) las 

células mantuvieron la adhesión al sustrato y mostraron las elongaciones y la 

morfología habitual de cada tipo celular. Sin embargo, a dosis más altas de 

irradiación (22, 35 y 75 mJ/cm2) las células comenzaron a perder los puntos de 

adhesión a la superficie de cultivo y las elongaciones, hasta finalmente, adoptar 

una morfología esférica.  
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Figura 18. Imagen de contraste de fases de cultivos de HFFs y hASCs en placas de 6 

pocillos, irradiados con dosis crecientes de UV-B (11, 22, 35 y 75 mJ/cm2). Imágenes 

representativas de cada intensidad de irradiación tomadas 48 horas después de la 

irradiación (barra de escala 100 µm). 
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III.2.1.3. Efecto citotóxico de la radiación 

El porcentaje de citotoxicidad inducido por la radiación UV-B se determinó 

mediante la estimación de la actividad de LDH liberada por las células dañadas 

a las 24 y 48 horas de la irradiación. En la figura 19 se observa en ambas 

poblaciones celulares un aumento dosis-dependiente del porcentaje de 

citotoxicidad en función de la intensidad de irradiación, tanto a las 24 como a 

las 48 horas de la irradiación. Dicho aumento fué significativo en las dos líneas 

celulares, cuando se compararon con los valores de sus respectivos controles no 

irradiados, a partir de la dosis de 22 mJ/cm2 (p<0.05). 

Por otro lado, al comparar el daño producido en los HFFs y las hASCs, se observó 

un menor porcentaje de citotoxicidad en las hASCs, encontrándose diferencias 

estadísticamente significativas (p<0.05) con las dosis altas de irradiación, a las 

24 y 48 horas. Así, en el tiempo de 24 horas, con las dosis de 35 y 75 mJ/cm2, las 

hASCs mostraron un porcentaje de citotoxicidad 1.2 y 1.3 veces inferior, 

respectivamente, al de los HFFs. En cambio, a las 48 horas, sólo con la dosis de 

75 mJ/cm2 dicho porcentaje fue significativamente menor en la hASCs (1.5 veces 

inferior; p<0.05). 
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Figura 19. Porcentaje de citotoxicidad en los cultivos de HFFs y hASCs sometidos a 

distintas dosis de radiación UV-B, en función del tiempo y en comparación con sus 

respectivos controles no irradiados (línea discontinua). La figura muestra la media ± DE 

de tres experiencias independientes. *p<0.05 con respecto a su correspondiente 

control; #p<0.05 entre las dos líneas celulares. 

 

III.2.1.4. Efecto sobre los niveles intracelulares de ROS 

El nivel de estrés oxidativo provocado por la irradiación se determinó mediante 

el análisis de los niveles intracelulares de ROS. En la figura 20, se observa un 

aumento dosis-dependiente de dichos niveles 60 minutos después de la 

irradiación. En ninguna de las poblaciones celulares sometidas a bajas 

intensidades de irradiación (11 mJ/cm2) se observó un incremento significativo 

de los niveles de ROS con respecto a sus respectivos controles. Sin embargo, con 

las dosis de 22, 35 y 75 mJ/cm2, los dos tipos celulares experimentaron un 

incremento significativo en los niveles de ROS con respecto a sus respectivos 

controles (p<0.01). Dichos niveles de ROS fueron superiores en las hASCs 
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respecto a los HFF con todas las dosis de irradiación, aunque sólo con la dosis 

más alta (75 mJ/cm2) se observó un aumento significativo (1.4 veces mayor; 

p<0.01). 

 

Figura 20. Niveles intracelulares de ROS en cultivos de HFFs y hASCs sometidos a 

distintas dosis de radiación UV-B. Los valores fueron obtenidos a los 60 minutos desde 

la irradiación, y fueron relativizados a los valores de sus respectivos controles no 

irradiados (línea discontinua). La figura muestra la media ± DE de cuatro experiencias 

independientes. *p<0.01 con respecto a su correspondiente control; #p<0.01 entre las 

dos líneas celulares. 

 

III.2.1.5. Efecto sobre la senescencia celular  

La exposición de los cultivos a la radiación UV-B indujo un incremento del 

porcentaje de células senescentes, observándose un aumento del tamaño 

celular y de la actividad de la enzima β-gal, junto con la aparición de fibras de 

estrés (figura 21). Este aumento fue dosis-dependiente en ambos tipos 

celulares.  
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Figura 21. Marcaje de células senescentes de cultivos de HFFs y hASCs en placa de 24 

pocillos, sometidos a distintas dosis de radiación UV-B, a las 6 horas de la irradiación. 

Imágenes representativas de microscopía de contraste de fases (barra de escala 50 µm). 

 

Así, a las 6 horas de la irradiación, los HFFs mostraron diferencias 

estadísticamente significativas (p<0.001) en el porcentaje de senescencia con 

respecto a su control no irradiado con todas las dosis de irradiación.  En el caso 

de las hASCs, únicamente se observaron diferencias con respecto a su control 

no irradiado, con la dosis de 75 mJ/cm2 (p<0.001). Al comparar los dos tipos 

celulares, se observó un incremento del porcentaje de células senescentes en 

los cultivos de los HFFs con respecto a los de hASCs (1.9, 2.3, 2.7 y 2.3 veces 

superior con las dosis de 11, 22, 35 y 75 mJ/cm2, respectivamente; figura 22).  
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Figura 22. Porcentaje de células senescentes de los cultivos de HFFs y hASCs sometidos 

a distintas dosis de radiación UV-B en comparación con sus respectivos controles no 

irradiados (línea discontinua), a las 6 horas de la irradiación. La figura muestra la media 

± DE representativa de tres experiencias independientes. *p<0.001 con respecto a su 

correspondiente control; #p<0.001 entre las dos líneas celulares. 

 

III.2.1.6. Efecto sobre la migración celular 

Como se observa en las figuras 23 y 24, mientras que en los controles no 

irradiados de HFFs y hASCs la superficie de la herida fue colonizada totalmente 

a las 48h, la radiación UV-B produjo una disminución dosis-dependiente de la 

capacidad migratoria en ambas poblaciones celulares.   
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Esta disminución en el número de células que migraron a la superficie de la 

herida con respecto a sus respectivos controles no irradiados fue 

estadísticamente significativa (p<0.05) para las intensidades de 11, 22 y 35 

mJ/cm2 para los HFFs, y únicamente para las intensidades de 22 y 35 mJ/cm2 en 

el caso de las hASCs. Al comparar los dos tipos celulares, a las 24 horas la 

migración celular de las hASCs con respecto a los HFFs fue 3.5 y 4.3 veces 

superior para las intensidades de 22 y 35 mJ/cm2, respectivamente. A las 48 

horas la diferencia en la capacidad migratoria entre los dos tipos celulares se 

hace evidente en todas las intensidades de irradiación, siendo 1.4, 1.5, 3.5 y 2.8 

veces superior en las hASCs para las intensidades de 5, 11, 22 y 35 mJ/cm2, 

respectivamente (figura 25). 

 

Figura 25. Migración de HFFs y hASCs sometidos a distintas dosis de radiación UV-B en 

comparación con sus respectivos controles no irradiados (línea discontinua), a las 0, 24 

y 48 horas de la irradiación. La figura muestra la media ± DE representativa de tres 

experiencias independientes. *p<0.05 con respecto a su correspondiente control; 

#p<0.05 entre las dos líneas celulares. 
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Una vez analizada la respuesta de los HFFs y las hASCs a diferentes intensidades 

de radiación UV-B, se puede concluir que las hASCs tienen mayor resistencia al 

daño producido por la irradiación que los HFFs. De hecho, el valor de la LD50 de 

las hASCs es 1.4 veces superior a la de los HFFs. Así mismo, las hASCs muestran 

menor porcentaje de citotoxicidad y senescencia, y una mayor capacidad 

migratoria. 

Con el objetivo de mejorar la resistencia de las hASCs a la radiación UV-B para 

su uso en terapia celular contra el fotoenvejecimiento, se planteó la utilización 

de las mismas para su pre-acondicionamiento, y se establecieron las dosis de 

11, 22 y 35 mJ/cm2 para la realización de la siguiente fase experimental.  

El siguiente capítulo presenta el estudio del pre-acondicionamiento de las hASCs 

mediante ciclos cortos de oxidación con H2O2 y el análisis del efecto de dicho 

pre-acondicionamiento: i) en condiciones de cultivo estándar, con el objetivo de 

determinar la ausencia de efectos no deseados y ii) sobre cultivos irradiados, 

para evaluar la capacidad de adaptación al estrés de las hASCs pre-

acondicionadas (PC-hASCs). 
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Influencia del pre-acondicionamiento en las hASCs y análisis 

de su efecto sobre la adaptación al estrés oxidativo de las 

PC-hASCs sometidas a radiación UV-B 
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El uso de MSCs como terapia celular contra el fotoenvejecimiento ha mostrado 

resultados muy prometedores. Sin embargo, pese al potencial terapéutico de 

las MSCs, una de las principales limitaciones es mantener la viabilidad, las 

propiedades y la función de las células madre antes y después de la implantación 

in vivo 170. Para hacer frente a estas limitaciones se han desarrollado distintas 

estrategias de pre-acondicionamiento in vitro de las MSCs basadas, 

principalmente, en la modificación de las condiciones de cultivo y el pre-

tratamiento con moléculas bioactivas 166. Estas estrategias han demostrado un 

incremento de la tasa de supervivencia celular y del potencial de diferenciación. 

Además, estimulan los efectos paracrinos induciendo la supresión de factores 

pro-inflamatorios y del desarrollo de fibrosis 171.  

En este capítulo se analiza el efecto del pre-acondicionamiento de las hASCs 

con dosis bajas de H2O2, con el objetivo de mejorar la resistencia de estas 

células al estrés oxidativo causado por la radiación UV-B. 
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IV.1. MATERIAL Y MÉTODOS 

IV.1.1. Modelo de pre-acondicionamiento de hASCs con H2O2 

En este estudio se llevó a cabo un pre-acondicionamiento celular mediante el 

tratamiento de las hASCs con pequeñas dosis de H2O2 durante un periodo de 

tiempo prolongado. Se pretende que, de este modo, las células se adapten a 

condiciones ambientales de oxidación y refuercen sus mecanismos de defensa 

que les permitan responder a un futuro estrés oxidativo de manera más eficaz. 

Para obtener hASCs pre-acondicionadas (PC-hASCs), las células fueron 

sometidas a ciclos cortos de oxidación con H2O2 (Panreac AppliChem, Barcelona, 

España) a una concentración de 10 µM en medio completo durante siete días, 

renovando el medio de oxidación dos veces durante el procedimiento (ver 

detalles en la patente HC016; WO/2013/004859, 2013). Las hASCs no pre-

acondicionadas fueron cultivadas de forma paralela renovando el medio de 

cultivo sin oxidación. 

Transcurridas 24 horas del pre-acondicionamiento, las hASCs y PC-hASCs fueron 

sembradas según las condiciones establecidas (ver tabla 5) e incubadas a 37˚C 

en atmósfera del 5% de CO2, durante 24 horas en medio completo sin FBS, hasta 

el comienzo de los experimentos. 

IV.1.2. Determinación del efecto del pre-acondicionamiento sobre las 

hASCs 

Para determinar el efecto del pre-acondicionamiento sobre la morfología, el 

ciclo celular y la proliferación celular, las hASCs y PC-hASCs fueron analizadas en 

condiciones estándar (sin inducción de estrés por irradiación). 
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IV.1.2.1. Análisis de la morfología celular 

Para analizar el efecto del pre-acondicionamiento sobre la morfología celular, al 

término del último ciclo de oxidación se realizaron capturas de la imagen de los 

cultivos a través del microscopio óptico (MO) de contraste de fases con el 

objetivo 10x. 

 

 

IV.1.2.2. Análisis del ciclo celular 

El ciclo celular de las hASCs y PC-hASCs en condiciones estándar se determinó 

mediante el marcaje del ADN con yoduro de propidio (PI, Life technologiesTM, 

Eugene, OR, EE.UU.) y su posterior análisis en el citómetro de flujo (CF, Gallios, 

Beckman Coulter, Indianapolis, IN, EE.UU.). El PI es un agente fluorescente que 

se intercala en el ARN y el ADN, por lo que la medida de la intensidad de 

fluorescencia emitida (λex: 488 nm y λem: 617 nm) permite cuantificar el 

contenido en ADN y diferenciar la fase del ciclo celular (G0/G1, S y G2/M) en la 

que se encuentran las células 196. 

Después de cada ciclo de oxidación, las células fueron despegadas del frasco de 

cultivo con tripsina-EDTA y centrifugadas a 250 g durante 5 minutos, ajustando 

posteriormente la concentración a 1 x 106 células para su fijación en 1 ml de 

etanol al 70% (Panreac AppliChem, Barcelona, España) y su almacenamiento a 

4˚C. Para el análisis con el citómetro de flujo, las muestras se incubaron durante 

30 minutos a 4˚C en 1 ml de PBS con PI (5 µg/ml) y RNasa (100 µg/ml, Roche, 

Mannheim, Alemania). Los resultados se expresaron en UAF y se representaron 

en escala logarítmica.  
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IV.1.2.3. Análisis de la proliferación celular 

La proliferación celular de las hASCs y PC-hASCs se cuantificó según el método 

colorimétrico del PB. Para ello, las hASCs y PC-hASCs se sembraron a una 

densidad de 1 x 104 células/pocillo en placas de 96 pocillos, en 100 µl de medio 

completo sin FBS (5 réplicas por muestra). A los tiempos de 0, 24 y 48 horas, las 

muestras se incubaron con PB (10% v/v), durante 3 horas a 37˚C, y se realizaron 

medidas de la absorbancia en el espectrofotómetro a 570 nm y 600 nm. Los 

valores obtenidos se expresaron relativizados a los valores de las hASCs. 

 

 

IV.1.3. Determinación del efecto del pre-acondicionamiento en la 

resistencia de las PC-hASCs a la radiación UV-B 

IV.1.3.1. Evaluación de la viabilidad celular 

Para analizar el efecto del pre-acondicionamiento sobre la viabilidad de las PC-

hASCs sometidas a radiación UV-B, ambos tipos de células (hASCs y PC-hASCs) 

fueron sembradas a una densidad de 1 x 104 células/pocillo en placas de 96 

pocillos, en 100 µl de medio completo sin FBS (5 réplicas por muestra). Tras 24 
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horas de incubación, los cultivos fueron irradiados sobre 100 µl de PBS a 11, 22 

y 35 mJ/cm2 y se sustituyó el PBS por medio de cultivo fresco sin FBS. 

Transcurridas 24 y 48 horas después de la irradiación, se añadió PB al 10% (v/v) 

y se midió la absorbancia de las muestras a 570 nm y 600 nm. Los valores 

obtenidos se expresaron relativizados a los valores del control no irradiado de 

las hASCs. 

 

 

IV.1.3.2. Determinación de los niveles intracelulares de ROS 

El efecto del pre-acondicionamiento sobre los niveles intracelulares de ROS de 

las PC-hASCs irradiadas se analizó mediante la cuantificación de la fluorescencia 

emitida por la sonda H2DCF-DA. Para ello, 1 x 104 células fueron sembradas en 

placas de 96 pocillos, en 100 µl de medio completo sin FBS (5 réplicas por 

muestra). Tras la medida de la autofluorescencia de los pocillos, se añadieron 

50 µl adicionales de PBS y se procedió a la irradiación con UV-B a 11, 22 y 35 

mJ/cm2. La fluorescencia emitida por la sonda (λex:490 nm y λem: 538 nm) fue 

registrada en el fluorímetro de placas 1 hora después de la irradiación. Los 

valores de ROS se expresaron en función del número de células y relativizados 

a los valores del control no irradiado de las hASCs. 
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IV.1.3.3. Análisis de la expresión del factor de transcripción Nrf2  

El efecto del pre-acondicionamiento en la expresión de Nrf2 se realizó mediante 

la técnica Western Blot. Para ello, las hASCs y PC-hASCs fueron sembradas en 

placas de 6 pocillos (3 x 105 células) en 1 ml de medio completo sin FBS. Tras 24 

horas de incubación, los cultivos fueron irradiados a 11, 22 y 35 mJ/cm2 e 

incubados, durante 1 hora en medio completo sin FBS. Tras el periodo de 

incubación, las células fueron lisadas en Laemmli 1x (Sigma-Aldrich® Chemical 

Co, St. Louis, MO, EE.UU.) y sonicadas para obtener una muestra homogénea. 

Se obtuvieron muestras de la fracción total, la fracción citoplasmática y la 

fracción nuclear empleando una adaptación del protocolo de fraccionamiento 

bioquímico de alta calidad de Rosner y cols. 197. Brevemente, las células se 

centrifugaron y resuspendieron después en tampón de extracción 

citoplasmática (Tris 20 mM, pH 7.6, EDTA 0.1 mM, MgCl2·6H2O 2mM, Na3VO4 

0.5 mM) para inducir en ellas un choque hipotónico. Con el objetivo de liberar 

las proteínas citoplasmáticas, se añadió Nonidet P-40 (Igepal, Sigma-Aldrich® 

Chemical Co, St. Louis, MO, EE.UU.) a una concentración final del 1%. A 

continuación, se centrifugó la suspensión a 500 g durante 3 minutos para 

separar la fracción citoplasmática localizada en el sobrenadante; 

posteriormente, la fracción nuclear, contenida en el pellet, se resuspendió en 

tampón de lisis Nonidet P-40 al 1% y se centrifugó a 4˚C y 500 g durante 3 

minutos. Este paso de lavado se repitió una vez más para obtener una fracción 

nuclear pura. La cuantificación proteica se realizó según el método colorimétrico 

descrito por otros autores, basado en la precipitación con ácido tricloroacético 

(TCA, Fluka Biochemika, Steinheim, Alemania) y albúmina de suero bovino (BSA, 

Sigma-Aldrich® Chemical Co, St. Louis, MO, EE.UU.) para determinar la curva de 

referencia 198. 

La fracción total, la fracción citoplasmática y la fracción nuclear se calentaron a 

95˚C durante 5 minutos para permitir su desnaturalización. A continuación, las 
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muestras desnaturalizadas se cargaron en geles SDS-PAGE (SDS, dodecilsulfato 

sódico; PAGE, electroforesis en gel de poliacrilamida) al 10% y se procedió a la 

separación de las proteínas mediante electroforesis, utilizando el tampón SDS 

(Tris 25 mM, glicina 200 mM, SDS al 0,1% (p/v), pH 8.3) a 90 V durante 90 

minutos en una celda Mini-Protean® 3 (Bio-Rad, Segrate, MI, Italia). Las 

proteínas separadas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (GE 

Healthcare, Life Sciences, Freiburg, Alemania), aplicando una corriente de 380 

mA durante 180 minutos a 4 °C y usando un tampón de transferencia SDS (Tris 

25 mM, glicina 200 mM, SDS al 0,1% (p/v), metanol al 20%, pH 8.3). A 

continuación, se comprobó la transferencia de las proteínas mediante la tinción 

de las membranas de nitrocelulosa con solución Ponceau S (Sigma-Aldrich® 

Chemical Co, St. Louis, MO, EE.UU.). Una vez comprobada la transferencia, se 

lavaron las membranas con TBS-T (Tris 20 mM, NaCl 500 mM, Tween-20 al 0,1% 

(v/v), pH 7.5) para eliminar la solución Ponceau y, seguidamente, se bloquearon 

con leche en polvo al 5% en TBS-T, durante 1 hora a temperatura ambiente, para 

eliminar las uniones inespecíficas. Después, las membranas fueron incubadas 

con los anticuerpos primarios Nrf2 (1:500, GeneTex, Barcelona, España), β-

Actina (1:5000, EMD Millipore, Temecula, EE.UU.) y Lamin A+C (1:5000, 

GeneTex, Barcelona, España) anti- Rabbit durante la noche a 4˚C. Transcurrido 

el periodo de incubación, se lavaron las membranas con TBS-T y se incubaron 

con el anticuerpo secundario (Goat anti-Rabbit IgG, 1:1000, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, EE.UU.), durante 1 hora a temperatura ambiente. 

Finalmente, las bandas de proteína fueron detectadas utilizando un substrato 

quimioluminiscente (SuperSignalTM West Pico PLUS, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, EE.UU.) y las imágenes se adquirieron con el sistema de 

documentación en gel, G: Box Chemi HR16 (Syngene, Frederick, MD, EE.UU.). 
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IV.1.3.4. Determinación de la localización intracelular del factor de 

transcripción Nrf2  

Para analizar el efecto del pre-acondicionamiento sobre la capacidad 

antioxidante de las PC-hASCs, se determinó la translocación nuclear de Nrf2 

mediante el inmunomarcaje fluorescente de dicha proteína. Para ello, se 

sembraron 7 x 103 células en cubreobjetos de 12 mm de diámetro (Menzel-

Gläser, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.), en 200 µl de medio 

completo sin FBS. Transcurridas 24 horas después de la siembra, los cultivos se 

irradiaron a 11, 22 y 35 mJ/cm2 y se incubaron durante 1 hora, se lavaron con 

PBS y se fijaron con paraformaldehido (PFA, PanReac AppliChem, Barcelona, 

España) al 4% durante 30 minutos a temperatura ambiente. Con el objetivo de 

permitir la entrada del anticuerpo a las células, se permeabilizaron las 

membranas con un 1% v/v de Tritón X-100 durante 5 minutos. Seguidamente, 

se realizaron tres lavados de 10 minutos con PBS y se incubaron con BSA al 5% 

en PBS durante 1 hora para bloquear las uniones inespecíficas del anticuerpo a 

otras proteínas. A continuación, las células fueron incubadas a 4˚C durante toda 

la noche con el anticuerpo primario Nrf2 (anti-Rabbit, 1:500, GeneTex, 

Barcelona, España) en PBS con BSA al 1%. Finalmente, se lavaron los cultivos tres 

veces con PBS y se incubaron, durante 1 hora a temperatura ambiente, con el 

anticuerpo secundario Goat anti-Rabbit IgG Alexa 488 (1:2000, Invitrogen, 

Eugene, OR, EE.UU.) en PBS con un 1% de BSA y en oscuridad. Después de un 

lavado con PBS, los cubreobjetos se montaron en portaobjetos de vidrio con 

medio de montaje acuoso Fluoromount™ (Sigma-Aldrich® Chemical Co, St. Louis, 
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MO, EE.UU.). Las muestras se analizaron mediante el microscopio de 

fluorescencia Zeiss Axioskop (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania) y se obtuvieron 

cinco imágenes de cada condición para estimar la localización nuclear o 

citoplásmica del marcador fluorescente.  

 

 

IV.1.3.5. Análisis de la migración celular 

El efecto del pre-acondicionamiento sobre la migración de las PC-hASCs 

sometidas a radiación UV-B se determinó mediante el ensayo de “cierre de la 

herida” 195. Para ello, se sembraron 7 x 103 hASCs y PC-hASCs en 70 µl de medio 

completo sin FBS, en placas con inserto de silicona de dos pocillos. Tras la 

irradiación a 5, 11, 22 y 35 mJ/cm2, se eliminó el inserto y se sustituyó el PBS por 

medio completo sin FBS.  

Inmediatamente después de la irradiación y cada 24 horas, se tomaron 

imágenes con el microscopio de contraste de fases. Los datos se representaron 

expresando el valor promedio de células migrantes en cada tiempo y para las 

diferentes intensidades de irradiación, relativizando los datos a los obtenidos en 

el control no irradiado de las hASCs. 
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IV.1.4. Análisis estadístico 

Los ensayos se realizaron con un mínimo de tres réplicas y, al menos, tres 

experiencias independientes. 

El análisis estadístico de los resultados se realizó utilizando el programa 

informático GraphPad Prism (versión 5.0, GraphPad Software Inc., San Diego, 

CA, Estados Unidos). Las pruebas paramétricas utilizadas para determinar la 

significación fueron la t-Student y el análisis de la varianza (ANOVA), 

dependiendo del caso. Todos los datos están representados como la media ± 

DE. 
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IV.2. RESULTADOS 

IV.2.1. Análisis del efecto del pre-acondicionamiento en las hASCs 

Para confirmar que el pre-acondicionamiento no altera la morfología, el ciclo 

celular y la proliferación, los cultivos de hASCs y PC-hASCs fueron analizados 

mediante microscopía de contraste de fases, citometría de flujo y 

espectrofotometría de placa con PB, respectivamente. 

IV.2.1.1. Efecto sobre la morfología celular 

Las hASCs poseen una morfología fibroblastoide y un carácter adherente, 

creciendo en monocapa sobre la superficie del soporte de cultivo. Las imágenes 

de la figura 26, muestran que las PC-hASCs mantuvieron las mismas 

características morfológicas y adhesivas que las hASCs. 

 

Figura 26. Imágenes de microscopía de contraste de fases representativas de los cultivos 

de hASCs y PC-hASCs en frasco de 175 cm2 (barra de escala 100 µm). 
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IV.2.1.2. Efecto sobre el ciclo celular 

Para analizar el efecto del pre-acondicionamiento sobre el ciclo celular de las 

PC-hASCs, tras cada ciclo de oxidación se recogieron muestras de los cultivos 

para su marcaje con PI y análisis mediante citometría de flujo. El estudio del ciclo 

celular demostró la ausencia de diferencias significativas entre las hASCs y PC-

hASCs. Así, el porcentaje de células PC-hASCs en la fase G0/G1 al término de 

cada ciclo de oxidación fue 85.8, 84.5 y 71.3%, respectivamente, valores muy 

similares a los de las hASCs (88.7, 85.1 y 75.3%, p<0.05). Del mismo modo, el 

porcentaje de células PC-hASCs en fase G2/M tampoco mostró diferencias con 

respecto a las hASCs, siendo estos valores 14.1, 15.4 y 28.2% para las PC-hASCs 

y 11.2, 14.8 y 24.3% para las hASCs (p<0.05), figura 27. 

 

Figura 27. Distribución de las fases del ciclo celular mediante citometría de flujo, 

después de cada ciclo de oxidación del pre-acondicionamiento de las PC-hASCs y en las 

mismas condiciones sin oxidación (hASCs). Figura representativa de tres experiencias 

independientes. 
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IV.2.1.3. Efecto sobre la proliferación celular 

El efecto del pre-acondicionamiento sobre la proliferación celular se analizó 

mediante el ensayo colorimétrico con PB. Como se muestra en la figura 28, no 

se encontraron diferencias estadísticamente significativas en el ritmo 

proliferativo entre las hASCs y las PC-hASCs a las 0, 24 y 48 horas tras el pre-

acondicionamiento.  

 

Figura 28. Ratio proliferativo entre las hASCs (valores normalizados en la línea 

discontinua) y las PC-hASCs a las 0, 24 y 48 horas tras el pre-acondicionamiento. La figura 

muestra la media ± DE de tres experiencias independientes. p<0.05. 

 

IV.2.2. Análisis del efecto del pre-acondicionamiento sobre la 

resistencia de las PC-hASCs a la radiación UV-B  

Una vez comprobado que el pre-acondicionamiento no altera la morfología, el 

ciclo celular y la actividad proliferativa de las hASCs, se procedió a evaluar el 

efecto del pre-acondicionamiento en la resistencia de las PC-hASCs a la 

radiación UV-B. Para ello, se analizaron los siguientes parámetros biológicos: 

viabilidad, niveles intracelulares de ROS, capacidad antioxidante (expresión y 

localización intracelular del factor de transcripción Nrf2) y capacidad de 

migración celular. 
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IV.2.2.1. Efecto sobre la viabilidad celular 

El ensayo de viabilidad de las hASCs y PC-hASCs sometidas a las dosis 

establecidas de radiación UV-B se llevó a cabo mediante el método 

colorimétrico del PB. La figura 29 muestra que el pre-acondicionamiento indujo 

un incremento de la viabilidad de las PC-hASCs con respecto a las hASCs. Así, en 

comparación al control no irradiado de las hASCs, mientras la dosis de 

irradiación de 11 mJ/cm2 no produjo modificaciones significativas en la 

viabilidad en ninguna de las poblaciones celulares, las dosis superiores (22 y 35 

mJ/cm2) disminuyeron dicha viabilidad en ambas poblaciones celulares a las 24 

horas de la irradiación; sin embargo, a las 48 horas, sólo las PC-hASCs 

recuperaron su viabilidad, llegando a alcanzar valores similares a los del control 

no irradiado, tanto con la dosis de 22 mJ/cm2 como con la dosis máxima de 35 

mJ/cm2. De este modo, a dicho tiempo, la viabilidad de las PC-hASCs fue 1.3 y 

1.2 veces superior con respecto a las hASCs irradiadas con las dosis de 22 y 35 

mJ/cm2, respectivamente (p<0.05).  

 

Figura 29. Viabilidad de los cultivos de hASCs y PC-hASCs sometidos a distintas dosis de 

radiación UV-B (11, 22 y 35 mJ/cm2), a las 24 y 48 horas tras su exposición. Valores 

relativizados a los del control no irradiado de las hASCs (línea discontinua). La figura 

muestra la media ± DE de tres experiencias independientes. *p<0.05 con respecto al 

control de las hASCs no irradiadas; #p<0.05 entre las hASCs y PC-hASCs. 
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IV.2.2.2. Efecto sobre los niveles intracelulares de ROS 

El efecto del pre-acondicionamiento sobre el nivel de estrés oxidativo 

provocado por la irradiación se determinó mediante el análisis de los niveles 

intracelulares de ROS. Como se observa en la figura 30.A, no se encontraron 

diferencias significativas entre los controles no irradiados de las PC-hASCs y las 

hASCs. Al analizar los niveles de ROS en los cultivos expuestos a radiación (figura 

30.B), se observó un aumento significativo dosis-dependiente de dichos niveles 

60 minutos después de la irradiación, tanto en las hASCs como en las PC-hASCs. 

Únicamente se encontraron diferencias significativas entre ambas poblaciones 

celulares con la dosis de irradiación de 35 mJ/cm2, siendo los niveles de ROS en 

este caso 1.2 veces superiores en las PC-hASCs (p<0.01). 

 

Figura 30. Niveles intracelulares de ROS en cultivos de hASCs y PC-hASCs sometidos a 

distintas dosis de radiación UV-B. Valores relativizados a los del control no irradiado de 

las hASCs (línea discontinua), transcurridos 60 minutos desde la irradiación. La figura 

muestra la media ± DE de tres experiencias independientes. *p<0.001 con respecto al 

control de las hASCs no irradiadas; #p<0.01 entre las hASCs y PC-hASCs. 
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IV.2.2.3. Efecto sobre la respuesta antioxidante 

Para determinar el efecto del pre-acondicionamiento sobre la respuesta 

antioxidante de las hASCs se analizó: i) la expresión del factor de transcripción 

Nrf2 mediante Western Blot y ii) su translocación desde el citoplasma al núcleo 

mediante inmunofluorescencia, 1 hora después de la irradiación.  

Nrf2 es un factor de transcripción que estimula la expresión de genes 

citoprotectores frente al estrés oxidativo. En condiciones homeostáticas Nrf2 se 

localiza en el citoplasma formando un complejo con su inhibidor Keap1. Bajo 

condiciones de estrés oxidativo, este complejo se disocia y Nrf2 se transloca al 

núcleo donde se une al ADN, regulando la expresión de proteínas 

citoprotectoras.  

En primer lugar, se analizó la expresión de Nrf2, tanto de la fracción nuclear 

como de la citoplasmática, mediante Western Blot (figura 31.A y B). Como se 

observa en la figura 31.B, las PC-hASCs mostraron una expresión mayor de Nrf2 

en el núcleo que en el citoplasma con todas las intensidades de radiación, 

mientras que las hASCs mostraron mayor expresión de Nrf2 citoplasmático. Así, 

mientras la relación Nrf2-n/c del control no irradiado de las PC-hASCs fue 1.4 

veces menor que el control de las hASCs (p<0.05; figura 31.C), al someter los 

cultivos a radiación UV-B, dicha relación aumentó hasta ser 2.4 y 1.6 veces 

superior en las PC-hASCs con las intensidades de 11 y 35 mJ/cm2, 

respectivamente (p<0.01). Para la dosis de 22 mJ/cm2, la relación Nrf2-n/c de 

las PC-hASCs también fue 1.4 veces superior respecto a las hASCs, pero este 

incremento no alcanzó significación estadística (p<0.05; figura 31.D). 
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Figura 31. Expresión de la proteína Nrf2 en las fracciones citoplasmática y nuclear de las 

células hASCs y PC-hASCs mediante Western Blot en condiciones basales (A) y sometidas 

a diferentes dosis de radiación UV-B, 1 hora después de la irradiación (B). La proteína 

Nrf2 nuclear y citoplasmática se detectó a 100 y 70 kDa respectivamente. El control de 

carga de la proteína nuclear, Lamin A/C, se detectó a 73 kDa y el control de carga de la 

proteína citosólica, β-actina, a 43 kDa. Imágenes representativas de tres experiencias 

independientes. Cuantificación de la expresión de Nrf2-n/c de las hASCs y PC-hASCs en 

condiciones basales (C) y sometidas a diferentes dosis de radiación UV-B, 1 hora después 

de la irradiación (D). Valores relativizados al control no irradiado de las hASCs (línea 

discontinua). La figura muestra la media ± DE representativa de tres experiencias 

independientes. *p<0.05 con respecto al control de las hASCs no irradiadas; #p<0.01 

entre hASCs y PC-hASCs.  

 

En segundo lugar, se analizó la localización intracelular de Nrf2 mediante 

inmunofluorescencia. Como se observa en las micrografías de la figura 32, en 
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condiciones basales, Nrf2 se localizó en el citoplasma, tanto en las hASCs como 

en las PC-hASCs. Sin embargo, en las condiciones de estrés oxidativo inducido 

por todas las dosis de irradiación (11, 22 y 35 mJ/cm2), la proteína Nrf2 se 

localizó en el núcleo en el caso de las PC-hASCs, mientras que permaneció en 

mayor medida en el citoplasma en las hASCs.  

 

Figura 32. Inmunofluorescencia de la distribución intracelular de la proteína Nrf2 

(verde) en los cultivos de hASCs y PC-hASCs sometidos a diferentes dosis de radiación 

UV-B, 1 hora después de la irradiación. Imágenes representativas de microscopía de 

fluorescencia (barra de escala 25 µm). 
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Así, no se encontraron diferencias en el ratio intensidad de fluorescencia de Nrf2 

nuclear/citoplasmático (Nrf2-n/c) entre las células no irradiadas (figura 33.A). 

Después de una hora de la irradiación, dicha relación fue 1.5, 1.3 y 1.8 veces 

superior en las PC-hASCs con respecto a las hASCs con las intensidades de 11, 

22 y 35 mJ/cm2, respectivamente (p<0.001, figura 33.B).  

 

Figura 33. Ratio de los valores de intensidad de la inmunofluorescencia de Nrf2 entre la 

región nuclear y la región citoplasmática de las hASCs y PC-hASCs, en condiciones 

basales (A) y sometidas a diferentes dosis de radiación UV-B, 1 hora después de la 

irradiación (B). Valores relativizados al control no irradiado de las hASCs (línea 

discontinua). La figura muestra la media ± DE representativa de tres experiencias 

independientes. *p<0.01 con respecto al control de las hASCs no irradiadas; #p<0.001 

entre hASCs y PC-hASCs.  

 

IV.2.2.4. Efecto sobre la migración celular 

El análisis del efecto del pre-acondicionamiento sobre la migración de las células 

expuestas a radiación UV-B mostró una mayor capacidad migratoria de las PC-

hASCs con respecto a las hASCs, hecho que se evidencia con la dosis alta de 

irradiación (figuras 34 y 35).  
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Así, a las 24 horas de la irradiación, la migración del control no irradiado de las 

PC-hASCs fue 1.2 veces superior al control de las hASCs (p<0.05; figura 36.A), 

efecto que no se mantiene a las 48 h. También se observó un aumento de la 

capacidad migratoria de las PC-hASCs a las 24 horas de su irradiación con las 

dosis de 5, 11, 22 y 35 mJ/cm2 pese a no encontrarse diferencias 

estadísticamente significativas. En cambio, a las 48 horas, dicho aumento se hizo 

evidente con la dosis de 35 mJ/cm2, siendo 1.7 veces superior en las PC-hASCs 

con respecto a las hASCs (p<0.05; figura 36.B). 

 

Figura 36. Cuantificación de la migración de las células hASCs y PC-hASCs en condiciones 

basales (A) y sometidas a distintas dosis de radiación UV-B, a las 24 y 48 horas de la 

irradiación (B). Valores relativizados a los del control no irradiado de las hASCs (línea 

discontinua). La figura muestra la media ± DE representativa de tres experiencias 

independientes. *p<0.05 con respecto al control de las hASCs no irradiadas; #p<0.05 

entre las hASCs y PC-hASCs.  
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El pre-acondicionamiento con dosis bajas de H2O2 no modifica la morfología, el 

ciclo celular y la actividad proliferativa de las hASCs. Tras la exposición de los 

cultivos a la radiación UV-B, las PC-hASCs muestran mayor viabilidad, actividad 

de migración y capacidad de respuesta al estrés oxidativo, al menos en parte 

relacionado con la activación del sistema antioxidante intracelular inducida por 

Nrf2. 

A la vista de estos resultados, se planteó una estrategia terapéutica basada en 

la utilización del medio acondicionado por las PC-hASCs (PC/CM) privadas de 

suero durante 48 horas como mecanismo de protección del daño causado por 

la radiación en los fibroblastos de la dermis.  

En el siguiente capítulo se presenta el estudio del tratamiento de los HFFs con 

PC/CM y el análisis del efecto de dicho tratamiento en la protección de estas 

células frente a la radiación UV-B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V. Capítulo 3 

Evaluación del efecto del medio acondicionado por las 

células PC-hASCs en la respuesta de los HFFs a la irradiación 

con UV-B 
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El beneficio terapéutico de las MSCs es atribuible tanto a su capacidad de 

diferenciación, como al efecto paracrino ejercido por los factores solubles que 

secretan. Estas células sintetizan y secretan una gran cantidad de sustancias 

biológicamente activas, principalmente antioxidantes y citocinas, que pueden 

ser obtenidas y almacenadas de forma segura durante períodos prolongados de 

tiempo, sin que se produzca una pérdida de su actividad 199,200. Se cree que el 

80% del potencial terapéutico de las MSCs se debe a dicha actividad paracrina 

96. Por esta razón, los productos paracrinos de las MSCs podrían ser 

considerados una alternativa al uso de las propias células en terapia 

regenerativa, con las siguientes ventajas 102,138: i) evitar problemas asociados 

con el trasplante de células vivas como la compatibilidad inmune, la posible 

tumorigenicidad, la formación de émbolos y la transmisión de infecciones; ii) 

biomodificar y escalar a dosis específicas los componentes del secretoma para 

obtener un producto final con mayor rendimiento; y iii) reducir el coste de la 

terapia, ya que el uso del CM es más económico y más práctico para la aplicación 

clínica. 

En este capítulo se analiza el efecto terapéutico del CM derivado de las células 

PC-hASCs (PC/CM) en la respuesta de los HFFs a la radiación UV-B. En primer 

lugar, se establece un modelo de tratamiento de los HFFs con PC/CM y, a 

continuación, se analizan distintos parámetros biológicos relacionados con el 

fotoenvejecimiento.  
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V.1. MATERIAL Y MÉTODOS 

V.1.1. Obtención del medio acondicionado derivado de las células PC-

hASCs 

Para la obtención del medio derivado de las PC-hASCs, al término del último 

ciclo de oxidación del pre-acondicionamiento, se realizó un lavado con PBS y se 

incubaron las células en medio completo (0.13 ml/cm2) en ausencia de FBS 

durante 48 horas. A continuación, se recogió el medio, se centrifugó a 250 g 

durante 5 minutos y se filtró a través de una membrana de 0.2 µm de diámetro 

de poro. Este medio acondicionado derivado de las PC-hASCs (PC/CM) se 

almacenó a -20˚C para su posterior uso (figura 37). 

 

Figura 37. Esquema del proceso de obtención del PC/CM. 

 

V.1.2. Modelo de tratamiento de HFFs con PC/CM 

Para llevar a cabo el tratamiento de los HFFs con el PC/CM (HFFs PC/CM+), se 

procedió a la siembra de los cultivos según las condiciones indicadas en la tabla 

5, seguida de un período de incubación de 24 horas con medio de cultivo 

estándar. El soporte de siembra utilizado dependió del parámetro a analizar. 
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El tratamiento consistió en la sustitución del medio de cultivo por el mismo 

volumen de PC/CM, mantenido durante un periodo de incubación de 24 horas. 

Pasado este tiempo, y tras un lavado con PBS, se procedió a la irradiación de las 

células a 11, 22 y 35 mJ/cm2. Por último, se sustituyó el PBS por medio completo 

sin FBS y se incubaron los cultivos durante diferentes períodos de tiempo, 

dependiendo del tipo de ensayo a realizar (figura 38).  

Los HFFs no tratados (HFFs PC/CM-) se cultivaron en paralelo, sustituyendo el 

medio de cultivo por medio fresco sin FBS. 

 

Figura 38. Esquema del proceso de tratamiento de los HFFs con PC/CM. 

 

V.1.3. Determinación del efecto del tratamiento con PC/MC sobre los 

HFFs en condiciones basales 

El efecto del tratamiento con PC/MC sobre sobre los HFFs en condiciones 

basales (en ausencia de estrés por irradiación), se determinó mediante el 

estudio de la morfología y la proliferación celular.  
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V.1.3.1. Análisis de la morfología celular 

El efecto del PC/CM sobre la morfología celular de los HFFs se analizó 48 horas 

después de aplicar el tratamiento, mediante capturas de la imagen de los 

cultivos a través del microscopio de contraste de fases.   

 

 

V.1.3.2. Análisis de la proliferación celular 

La proliferación celular de los HFFs PC/CM+ se determinó mediante el método 

colorimétrico del PB. Para ello, los HFFs fueron sembrados a una densidad de 1 

x 104 células/pocillo en placas de 96 pocillos, en 100 µl de medio completo (5 

réplicas por muestra). Transcurridas 0, 24 y 48 horas del tratamiento, las 

muestras se incubaron con PB (10% v/v) durante 3 horas a 37˚C y se realizaron 

medidas de absorbancia en el espectrofotómetro a 570 nm y 600 nm. Los 

valores se expresaron relativos a los obtenidos de los HFFs PC/CM-. 

 

 

V.1.4. Determinación del efecto del tratamiento con PC/MC sobre la 

resistencia de los HFFs a la radiación UV-B 

El efecto del tratamiento con PC/MC sobre sobre la resistencia de los  HFFs a la 

radiación con UV-B, se determinó mediante la evaluación de la viabilidad celular, 

los niveles intracelulares de ROS, el porcentaje de apoptosis, el análisis de 
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citotoxicidad celular, el porcentaje de células senescentes y las alteraciones en 

el citoesqueleto celular, la migración celular y las modificaciones en la expresión 

génica y síntesis de proteínas relacionadas con la remodelación de la MEC y la 

inflamación.  

V.1.4.1. Evaluación de la viabilidad celular 

Para analizar el efecto del tratamiento sobre la viabilidad de los HFFs sometidos 

a la radiación UV-B, los cultivos fueron sembrados a una densidad de 1 x 104 

células/pocillo en placas de 96 pocillos, en 100 µl de medio completo (5 réplicas 

por muestra). Tras el tratamiento, el PC/MC fue sustituido por PBS y se procedió 

a la irradiación de las células a 11, 22 y 35 mJ/cm2. A continuación, se sustituyó 

el PBS por medio de cultivo fresco sin FBS. Transcurridas 0, 24 y 48 horas de la 

irradiación, se añadió PB al 10% (v/v) y se midió la absorbancia de las muestras 

como se ha descrito previamente. Los valores de absorbancia obtenidos se 

expresaron relativizados a los valores del control no irradiado de los HFFs 

PC/CM- a tiempo 0 horas. 

 

 

V.1.4.2. Determinación de la citotoxicidad 

El efecto del tratamiento con PC/CM sobre la citotoxicidad de los HFFs 

sometidos a radiación UV-B se llevó a cabo mediante la cuantificación de la 

enzima LDH liberada al medio por las células dañadas. Para ello, se sembraron 

1 x 104 células/pocillo en placas de 96 pocillos, en 100 µl de medio completo (5 

réplicas por muestra). Tras el tratamiento con PC/CM, los cultivos fueron 

irradiados sobre 100 µl de PBS con dosis de 11, 22 y 35 mJ/cm2. A continuación, 
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se sustituyó el PBS por medio completo sin FBS y las células se incubaron 

durante 24 horas. La medida de la cantidad de LDH liberada se llevó a cabo 

mediante el kit de detección de citotoxicidad (Cytotoxicity Detection kit) según 

el protocolo detallado previamente en la página 92. 

 

 

V.1.4.3. Análisis de la apoptosis 

La determinación del porcentaje de HFFs en apoptosis se llevó a cabo mediante 

citometría de flujo, utilizando para ello el kit Alexa Fluor® annexin 488 V/Dead 

Cell Apoptosis (Molecular Probes®, Eugene, OR, EE.UU.). Este método permite 

diferenciar las células vivas de las apoptóticas y necróticas mediante el doble 

marcaje con PI y anexina V. La membrana celular es impermeable al PI, un 

agente fluorescente que se une a los ácidos nucleicos en las células muertas, 

mientras que la anexina V, se une a la fosfatidilserina expuesta en la membrana 

externa de las células apoptóticas. 

En este caso, los HFFs fueron sembrados a una densidad de 3 x 105 

células/pocillo en placas de 6 pocillos, en 1 ml de medio completo. Tras el 

tratamiento con PC/CM y la irradiación de las células, los cultivos se 

mantuvieron durante 24 horas, momento en el que las células fueron 

despagadas del soporte de cultivo con tripsina-EDTA y la suspensión celular se 

centrifugó a 250 g durante 5 minutos a 4˚C. Después de un lavado con PBS a 4˚C, 

el pellet celular fue marcado con los fluoróforos anexina V Alexa Fluor 488 (5%) 

y PI (100 µg/ml) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se 

realizó la medida de fluorescencia con el citómetro de flujo (λem: 499 y 617 nm, 

λex: 488 y 535 nm). Los datos obtenidos fueron expresados en UAF.  
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V.1.4.4. Determinación de los niveles intracelulares de ROS 

El efecto del tratamiento con PC/MC sobre los niveles intracelulares de ROS de 

los HFFs sometidos a radiación UV-B se analizó mediante la cuantificación de la 

fluorescencia emitida por la sonda H2DCF-DA. Para ello, 1 x 104 células fueron 

sembradas en placas de 96 pocillos, en 100 µl de medio completo (5 réplicas por 

muestra). Finalizado el tratamiento, se midió la autofluorescencia de los pocillos 

sobre 50 µl de PBS. A continuación, se procedió a la irradiación de las células 

con UV-B (11, 22 y 35 mJ/cm2) sobre 100 µl de PBS. La fluorescencia emitida por 

la sonda (λex: 490 nm y λem: 538 nm) fue registrada en el fluorímetro de placas 

1 hora después de la irradiación. Los valores de ROS se expresaron en UAF 

relativizados al número de células. 

 

 

V.1.4.5. Evaluación de la senescencia celular 

El análisis del efecto del tratamiento con PC/CM sobre la senescencia celular 

inducida por la radiación UV-B en los HFF, se determinó mediante la medida del 

incremento de la actividad de la enzima SA-β-gal en dicha población celular. 

Para ello, se sembraron 6.2 x 104 células en placas de 24 pocillos, en 200 µl de 

medio completo (3 réplicas por muestra). Como control positivo se utilizaron 

cultivos envejecidos (pases 10-14). Tras el tratamiento con PC/CM, los cultivos 

se irradiaron a 11, 22 y 35 mJ/cm2 y se incubaron durante 48 horas. 
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Posteriormente, se lavaron las células con PBS 1x y se fijaron con la solución 

fijadora (0.2% de formaldehido + 0.02% de glutaraldehído) durante 6-7 minutos. 

Se realizaron 3 lavados con PBS 1x para eliminar los restos de fijador y se 

incubaron durante toda la noche a 37˚C, en ausencia de CO2, con la solución de 

tinción que contiene X-gal. Las células senescentes se identifican por la 

coloración azul que adopta el citoplasma tras la hidrólisis del sustrato X-gal. 

La observación y cuantificación de las células senescentes se realizó mediante 

microscopía de campo claro y se expresó como porcentaje de células 

senescentes en el cultivo. 

 

 

V.1.4.6. Análisis de la integridad estructural celular 

Para evaluar el efecto del tratamiento con PC/CM sobre el mantenimiento de la 

morfología celular de los HFFs, se llevó a cabo el análisis del citoesqueleto 

mediante el marcaje de los filamentos de actina (F-actina) con Phalloidin-iFluor 

488 (Abcam, Cambridge, Reino Unido). La faloidina es un péptido presente en el 

género Amanita que se une fuertemente a la F-actina de las células. Su uso como 

sonda conjugada con un fluoróforo permite analizar la distribución de los 

filamentos de actina del citoesqueleto. 

Se sembraron 3 x 104 células/pocillo en cámaras de cultivo de 8 pocillos, en 200 

µl de medio completo. Tras el tratamiento, se irradiaron los cultivos con dosis 

de 11, 22 y 35 mJ/cm2 y se sustituyó el PBS por medio fresco sin FBS. Después 

de 48 horas de incubación, se realizaron dos lavados con PBS y se fijaron las 

células con PFA al 4%, durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras tres 
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lavados con PBS se permeabilizaron las membranas con Tritón X-100 al 1% 

durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, los cultivos fueron 

incubados durante 1 hora con Hoechst (0.1 µl/ml, Abcam, Cambridge, Reino 

Unido) y Phalloidin-iFluor 488 (1 µl/ml) en BSA al 3%. 

Las muestras se analizaron mediante el microscopio de fluorescencia Zeiss 

Axioskop (λex:493 nm y λem: 517 nm). 

 

 

V.1.4.7. Análisis de la expresión génica  

La determinación del efecto del tratamiento con PC/CM sobre la expresión 

génica de proteínas relacionadas con la inflamación (IL-6) y con la remodelación 

de la MEC (MMP-1 y pro-colágeno tipo I), se realizó mediante PCR cuantitativa 

(RT-qPCR, reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real) a partir del 

ARNm obtenido de cada tipo celular en las diferentes condiciones de cultivo. 

Para ello, los HFFs se sembraron a una densidad de 3 x 105 células/pocillo en 

placas de 6 pocillos, en 1 ml de medio completo. Tras el tratamiento con PC/CM, 

se irradiaron los cultivos a 11, 22 y 35 mJ/cm2 y se sustituyó el PBS por medio 

completo sin FBS. 

Extracción y purificación del ARNm 

La extracción del ARNm celular se realizó con el Kit NucleoSpin® RNA XS 

(Macherey-Nagel, Düren, Alemania). Para ello, 24 horas después de la 

irradiación, las células fueron despegadas del soporte de cultivo con Tripsina-

EDTA y centrifugadas a 250 g durante 5 minutos. El pellet celular resultante fue 

lisado y homogenizado con el agente reductor TCEP (tris-(2-carboxietil) fosfina 
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clorhidrato) al 2%. Seguidamente, se añadió el transportador de ARN 

(polinucleótido-fosforilasa, 0.2 ng/µl) para mejorar la unión de los ácidos 

nucleicos a la membrana de sílice y evitar la degradación del ARN. Las muestras 

fueron transferidas a los tubos colectores para su filtrado a 11.000 g durante 30 

segundos y se añadió etanol al 70% para homogenizar los lisados. A 

continuación, se procedió a la extracción del ARN mediante su unión a las 

membranas de sílice contenidas en las columnas colectoras. Para ello, los lisados 

fueron transferidos a tubos colectores con membrana de sílice y centrifugados 

a 11.000 g durante 30 segundos.  Para la desalación de la membrana se añadió 

la solución de guanidina tiocianato + etanol (5-20%) y se centrifugó a 11.000 g 

durante 30 segundos. A continuación, se eliminó la contaminación con ADN 

mediante su digestión con rDNasa durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

Finalmente, se realizaron tres lavados con la solución de lavado (guanidina 

tiocianato 30-60% + etanol 20-35%) y se eluyó el ARN en 20 µl de H2O libre de 

RNasa mediante su centrifugación a 11.000 g durante 30 segundos (figura 39). 

La concentración de ARN se determinó mediante espectrofotometría. La 

relación de absorbancia a 260 y 280 nm, medida por el espectrofotómetro 

NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.), se utilizó 

como parámetro para cuantificar y evaluar la calidad del ARN total extraído 

(valores que oscilan entre 1.8 y 2). 

 

Figura 39. Esquema del proceso de extracción y purificación del ARNm. 
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Retrotranscripción 

La retrotranscripción del ARN para sintetizar ADN complementario (cDNA) 

mediante la enzima retrotranscriptasa (RT) se llevó a cabo con el kit iScriptTM 

cDNA Synthesis (Bio-Rad, Segrate, MI, Italia), en condiciones de esterilidad y 

manteniendo los reactivos en hielo. Para ello, se añadieron 4 µl del mix de 

reacción (oligo d(T) y cebadores aleatorios), 1 µl de RT y 300 ng de ARN, y se 

ajustó el volumen a 20 µl con H2O libre de RNasa. El paso de transcripción 

inversa se realizó en el termociclador (C1000TM Thermal Cycler, Bio-Rad, 

Segrate, MI, Italia) según el siguiente programa: un único ciclo de cebado 

durante 5 minutos a 25˚C, transcripción reversa durante 20 minutos a 46˚C e 

inactivación de la RT durante 1 minuto a 95˚C. 

Amplificación del cDNA 

El nivel de expresión de IL-6, MMP-1 y pro-colágeno tipo I se determinó 

mediante PCR en tiempo real. Para ello, se preparó el mix de reacción formado 

por: 12.5 ng de cDNA, 4 µl del fluoróforo SYBR Green (λex: 498 y λem: 522 nm; 

iTaqTM Universal SYBR® Green Supermix, Bio-Rad, Segrate, MI, Italia), 0.5 µM de 

cebadores (Integrated DNA Technologies, Coralville, IA, EE.UU.; tabla 9) y H2O 

hasta ajustar el volumen de la reacción a 10 µl. La amplificación del cDNA se 

realizó en el termociclador (CFX96 Touch Deep Well Real-Time PCR Detection 

System, Bio-Rad, Segrate, MI, Italia) en las siguientes condiciones de ciclo: un 

ciclo de incubación de 3 min a 93˚C, seguido de 39 ciclos (30 segundos a 95˚C, 

30 segundos a 55˚C y 1 minuto a 72˚C).  

La cuantificación de la fluorescencia (λex: 498 y λem: 522 nm) se realizó con el 

programa CFX Manager y la señal de amplificación se normalizó a los valores de 

GAPDH (Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa). 
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Tabla 9. Secuencia directa e inversa de los cebadores de los genes MMP-1, COL1A2, IL-

6 y GAPDH. 

Gen Secuencia directa del cebador 
(3´-5´) 

Secuencia inversa del cebador 
(5´-3´) 

IL-6 GCAGATGAGTACAAAAGTCCTGA CTTCGACGTCCGTGTCTT 

MMP-1 GACAGAGATGAAGTCCGGTTT CTGTAGATGTCGAGGAAACCG 

COL1A2 GTGAGAGAGGAGTTGTTGGAC TACCAGACCTACCTAACTTCC 

GAPDH ACATCGCTCAGACACCATG GGGAAGTAACTGGAGTTGATGT 

 

 

 

V.1.3.8. Análisis de la síntesis proteica 

El análisis del efecto del tratamiento con PC/CM sobre el nivel de síntesis 

proteica de IL-6, MMP-1 y pro-colágeno tipo I en los HFFs sometidos a radiación 

UV-B se determinó mediante la técnica ELISA (ensayo por inmunoabsorción 

ligado a enzimas). Este método permite detectar y cuantificar un antígeno 

específico en la muestra, mediante su unión a un anticuerpo enlazado a una 

enzima capaz de generar un producto detectable mediante un cambio de color. 

La medida de la absorbancia es proporcional a la cantidad de antígeno en la 

muestra 201.  

Para ello, los HFFs se sembraron a una densidad de 3 x 105 células/pocillo en 

placas de 6 pocillos, en 100 µl de medio completo. Tras el tratamiento con 

PC/CM, los cultivos fueron irradiados con dosis de 11, 22 y 35 mJ/cm2 y se 

sustituyó el PBS por medio fresco sin FBS. A las 24 horas de la irradiación, se 

recogió el medio y se centrifugó a 250 g durante 5 minutos, para su 

almacenamiento a -20˚C hasta su uso. 
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Para la cuantificación proteica se utilizaron los kits DuoSet® Ancillary Reagent 

kit 2, Human IL-6, Human Total MMP-1 y Human Pro-Collagen Iα1/COLIA1 (R&D 

Systems, Minneapolis, MN, EE.UU.). En primer lugar, se cubrió la superficie de 

los pocillos de la microplaca con 100 µl de anticuerpo de captura (2 µg/ml para 

IL-6, 800 ng/ml para MMP-1 y 4 µg/ml para COL1A1) y se incubó durante toda 

la noche a temperatura ambiente. Después de tres lavados con la solución de 

lavado (0.05% Tween en PBS), se bloquearon las uniones inespecíficas con 300 

µl de reactivo diluyente (1% BSA en PBS), durante 1 hora. Tras el periodo de 

incubación, se lavaron los pocillos para eliminar los restos de BSA y se añadieron 

100 µl/pocillo de medio de cultivo procedente de las muestras a evaluar diluido 

en reactivo diluyente (1:64 para IL-6, 1:256 para MMP-1 y 1:512 para COL1A1), 

durante 2 horas. Se procedió a otra fase de lavado y se incubaron las muestras 

en 100 µl de anticuerpo de detección (50 ng/ml para IL-6, 250 ng/ml para MMP-

1 y 100 ng/ml para COL1A1), durante 2 horas. Después de los lavados, se 

añadieron 100 µl de estreptavidina-HRP (Horseradish Peroxidase, dilución 1:40) 

y se incubaron las muestras protegidas de la luz durante 20 minutos. A 

continuación, se lavaron los pocillos y se añadieron 100 µl de la solución 

substrato (50% H2O2 y 50% tetrametilbencidina) durante 20 minutos en 

oscuridad. Finalmente, se añadieron 50 µl de 2N H2SO4 sobre el substrato para 

detener la reacción y se midió la absorbancia de las muestras en el 

espectrofotómetro a 450 y 540 nm. La cantidad de proteína se calculó tomando 

como referencia la curva estándar de concentración conocida de cada proteína, 

y relativizada al número de células. 
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V.1.4.9. Análisis de la migración celular 

El efecto del tratamiento con PC/CM sobre la migración de los HFFs sometidos 

a radiación UV-B se determinó mediante el ensayo de “cierre de la herida” 195. 

Para ello, se sembraron 7 x 103 células/pocillo en 70 µl de medio completo en 

placas con inserto de silicona de dos pocillos. Tras el tratamiento con PC/CM, 

los HFFs fueron irradiados con dosis de 5, 11, 22 y 35 mJ/cm2, se eliminó el 

inserto y se sustituyó el PBS por medio completo sin FBS.  

Inmediatamente después de la irradiación y cada 24 horas, se tomaron 

imágenes con el microscopio de contraste de fases. Los datos se representaron 

expresando el valor promedio del número de células migradas en cada tiempo 

y para las diferentes intensidades de irradiación, relativizando los datos a los 

obtenidos en el control no irradiado de los HFFs PC/CM-. 

 

 

V.1.5. Análisis estadístico  

Los ensayos se realizaron con un mínimo de tres réplicas y, al menos, tres 

experiencias independientes. 

El análisis estadístico de los resultados se realizó utilizando el programa 

informático GraphPad Prism (versión 5.0, GraphPad Software Inc., San Diego, 

CA, Estados Unidos). Las pruebas paramétricas utilizadas para determinar la 

significación fueron la t-Student y el análisis de la varianza (ANOVA), 

dependiendo del caso. Todos los datos están representados como la media ± 

DE. 
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V.2. RESULTADOS 

V.2.1. Análisis del efecto del tratamiento con PC/CM en los HFFs  

Con el objetivo de determinar si el tratamiento con PC/CM induce 

modificaciones en parámetros celulares esenciales, los HFFs PC/CM- y PC/CM+ 

fueron analizados mediante microscopía de contraste de fases para la 

evaluación de la morfología celular y a través de espectrofotometría de placa 

con PB para la valoración de la actividad proliferativa. 

V.2.1.1.  Efecto sobre la morfología 

Las imágenes de la figura 40 muestran que tanto los cultivos de HFFs PC/CM+ 

como los HFFs PC/CM- presentan las mismas características morfológicas y de 

adhesión al soporte de cultivo. Así, en ambos casos los HFFs adoptan una 

morfología fusiforme, con finas prolongaciones citoplasmáticas, y crecen 

adheridas a la superficie del soporte de cultivo formando una monocapa.  

 

Figura 40. Imágenes de microscopía de contraste de fases representativas de los cultivos 

de HFFs PC/CM+ y PC/CM+ en placas de cultivo de 6 pocillos (barra de escala 100 µm) a 

las 24 y 48 horas de la siembra. 
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V.2.1.2.  Efecto sobre la proliferación celular 

El efecto del tratamiento con PC/CM sobre la proliferación celular se analizó 

mediante el ensayo de viabilidad celular con PB. Como se muestra en la figura 

41, transcurridas 48 horas desde el tratamiento con PC/CM, se produjo un ligero 

aumento de la proliferación de los HFFs PC/CM+ con respecto a los HFFs PC/CM- 

(incremento de 1.1 veces a las 48 horas; p<0.01). 

 

Figura 41. Ratio proliferativo entre los HFFs PC/CM- (valores normalizados en la línea 

discontinua) y los HFFs PC/CM+ a las 24 y 48 horas tras el tratamiento. La figura muestra 

la media ± DE de tres experiencias independientes. *p<0.01.  

 

V.2.2. Análisis del efecto del tratamiento con PC/CM en la resistencia de 

los HFFs a la radiación UV-B 

V.2.2.1.  Efecto sobre la viabilidad celular 

El ensayo de viabilidad de los HFFs PC/CM- y PC/CM+ sometidos a las dosis 

establecidas de radiación UV-B se analizó mediante el método colorimétrico del 

PB. Como se muestra en la figura 42, el tratamiento aumentó significativamente 
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(p<0.05) la viabilidad de los HFFs PC/CM+ con respecto a los HFFs PC/CM- a las 

24 y 48 horas tras la irradiación. Así, la viabilidad de los HFFs PC/CM+ fue 1.1, 

1.1 y 1.2 veces superior con respecto a los HFFs PC/CM- con las intensidades de 

11, 22 y 35 mJ/cm2, respectivamente a las 24 horas, y 1.2 y 1.3 veces superior 

con las intensidades de 22 y 35 mJ/cm2, respectivamente, a las 48 horas.  

 

Figura 42. Viabilidad de los cultivos de HFFs PC/CM- y PC/CM+ sometidos a distintas 

dosis de radiación UV-B (11, 22 y 35 mJ/cm2), a las 24 y 48 horas tras su exposición. 

Valores relativizados a los del control no irradiado de los HFFs PC/CM- a tiempo 0 horas. 

La figura muestra la media ± DE de tres experiencias independientes. #p<0.05. 

 

V.2.2.2.  Efecto sobre el grado de citotoxicidad 

Para evaluar el posible efecto citoprotector del tratamiento con PC/CM, se 

cuantificó la liberación de la enzima LDH 24 horas después de la exposición de 

los cultivos a la irradiación con UV-B. Como se observa en la figura 43, el 

tratamiento con PC/CM redujo la cantidad de LDH liberada en los HFFs PC/CM+ 

en comparación con la liberada por los HFFs PC/CM-. Al igual que en el caso 

anterior, este efecto también se produjo con todas las dosis de irradiación, si 
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bien la reducción del porcentaje de citotoxicidad fue significativa con las dosis 

de 22 y 35 mJ/cm2 (1.3 y 1.5 veces menor, respectivamente; p<0.05). 

 

Figura 43. Porcentaje de citotoxicidad en los cultivos de HFFs PC/CM- y PC/CM+ 

sometidos a distintas dosis de radiación UV-B, estimada a las 24 horas tras su exposición 

mediante la cuantificación de la LDH liberada al medio extracelular. La figura muestra la 

media ± DE de tres experiencias independientes. #p<0.05. 

 

V.2.2.3. Efecto sobre el nivel de apoptosis  

El nivel de apoptosis se analizó mediante el marcaje con Alexa Fluor® 488 y PI, 

24 horas después de la exposición de las células a la irradiación. Como se 

observa en la figura 44.A, el tratamiento con PC/CM disminuyó el porcentaje de 

apoptosis de los HFFs sometidos a la radiación con UV-B. Si bien con todas las 

dosis de irradiación se observó un porcentaje menor de células apoptóticas en 

los HFFs PC/CM+ en comparación con los HFFs PC/CM-, dicha reducción fue 

estadísticamente significativa (p<0.01) con las dosis de 22 y 35 mJ/cm2 (3.0 y 2.3 

veces menor, respectivamente; figura 44.B). 
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Figura 44. Análisis de la apoptosis temprana y tardía de los cultivos de HFFs PC/CM- y 

PC/CM+ sometidos a distintas dosis de radiación UV-B, a las 24 horas tras su exposición. 

A) Histogramas representativos de los resultados de tres experiencias independientes. 

Ensayo de anexina V/PI realizado mediante citometría de flujo. Anexina V-/PI- indica 

células vivas (azul); anexina V+/PI- o anexina V+/PI+ representa la fase de apoptosis 

temprana o tardía respectivamente (verde); anexina V-/PI+ representa la población de 

células necróticas (rojo). B) Cuantificación del porcentaje de células que experimentan 

apoptosis temprana y tardía (media ± DE representativa de tres experiencias 

independientes). #p<0.01. 

 



V. Capítulo 3 

 

158 
 

V.2.2.4.  Efecto sobre los niveles intracelulares de ROS 

Como se observa en la figura 45, en los cultivos no sometidos a irradiación el 

tratamiento con PC/CM no produjo diferencias significativas en los niveles 

intracelulares de ROS respecto a los cultivos de HFFs no tratados.  

La exposición de los cultivos a la radiación UV-B indujo un aumento dosis-

dependiente de los niveles intracelulares de ROS, tanto en los HFFs PC/CM- 

como en los HFFs tratados. Sin embargo, este aumento fue significativamente 

mayor en los HFFs PC/CM+ que en los HFFs PC/CM- (1.2, 1.1 y 1.3 veces superior 

con las dosis de 11, 22 y 35 mJ/cm2, respectivamente, a los 60 minutos post-

irradiación; p<0.05). 

 

Figura 45. Niveles intracelulares de ROS en cultivos de HFFs PC/CM- y PC/CM+ 

sometidos a distintas dosis de radiación UV-B. Los valores fueron obtenidos a los 60 

minutos desde la irradiación. La figura muestra la media ± DE representativa de tres 

experiencias independientes. #p<0.05. 
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V.2.2.5.  Efecto sobre el fenotipo senescente 

Entre otras alteraciones citadas previamente, el fenotipo senescente está 

caracterizado por un aumento del tamaño celular y de la actividad de la enzima 

SA-β-gal. Por tanto, para determinar el efecto del tratamiento en el fenotipo de 

los HFFs sometidos a radiación UV-B, 48 horas tras su exposición se analizó: i) la 

distribución del citoesqueleto, que determina la morfología celular, mediante el 

marcaje de los filamentos de F-actina con faloidina y ii) el porcentaje de células 

senescentes mediante la detección histoquímica de la actividad de la enzima SA-

β-gal. 

En primer lugar, como se observa en la figura 46.A, mientras que la exposición 

a la radiación de los HFFs tratados con PC/CM no modificó su morfología, en los 

HFFs PC/CM- se produjo un aumento del tamaño celular de manera dosis-

dependiente. Así, la relación entre el área del citoplasma y el número de células 

de los HFFs PC/CM- fue 1.4 veces superior que en los HFFs PC/CM+ con las dosis 

de 22 y 35 mJ/cm2 (p<0.05; figura 46.B). 
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Figura 46. A) Marcaje de los filamentos de actina del citoesqueleto de los HFFs PC/CM- 

y PC/CM+ sometidos a distintas dosis de radiación UV-B, a las 48 horas tras su 

exposición. El color verde corresponde a la distribución de los filamentos de F-actina. En 

azul, los núcleos marcados con Hoechst. Imágenes representativas de microscopía de 

fluorescencia (barra de escala 50 µm). B) Relación entre el área del citoplasma y el 

número de HFFs PC/CM- y PC/CM+ sometidos a distintas dosis de radiación UV-B, a las 

48 horas tras su exposición. La figura muestra la media ± DE de tres experiencias 

independientes. #p<0.05. 

 

En segundo lugar, en relación al análisis de la actividad de la enzima SA-β-gal, 

como se puede apreciar en la figura 47, la exposición de las células a la radiación 

UV-B indujo un incremento dosis-dependiente de la actividad de la enzima SA-

β-gal. Sin embargo, este incremento fue significativamente menor en los HFFs 

tratados con PC/CM (figura 47.A). Así, a las 48 horas de la irradiación, el 

porcentaje de células senescentes en los cultivos de HFFs PC/CM+ fue 1.5 y 1.4 

veces menor que en los cultivos de HFFs PC/CM- con las dosis de 22 y 35 mJ/cm2, 

respectivamente (p<0.01). Al igual que lo que ocurría en el análisis de la 

valoración del porcentaje de apoptosis y del nivel de citotoxicidad, la reducción 

de la actividad enzimática apreciada en los cultivos HFFs PC/CM+ con la dosis de 

11 mJ/cm2, no alcanzó significación estadística (figura 47.B). 



V. Capítulo 3 

 

162 
 

 

Figura 47. A) Imágenes de microscopía óptica (contraste de fases) de los cultivos de HFFs 

PC/CM- y PC/CM+ sometidos a distintas dosis de radiación UV-B, 48h tras la irradiación. 

Las células senescentes se identifican por la coloración azul del citoplasma debido a la 

actividad de la enzima SA-β-gal (barra de escala 50 µm). B) Porcentaje de células 

senescentes de los cultivos de HFFs PC/CM- y PC/CM+ sometidos a distintas dosis de 

radiación UV-. La figura muestra la media ± DE representativa de tres experiencias 

independientes. #p<0.01. 
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V.2.2.6. Efecto sobre la expresión génica y síntesis de proteínas relacionadas 

con la inflamación y la remodelación de la MEC 

En primer lugar, se analizó la expresión génica y síntesis de la IL-6, una 

interleucina implicada en los procesos inflamatorios. Como se observa en la 

figura 48, la exposición de los HFFs a la radiación UV-B indujo un aumento dosis-

dependiente tanto de la expresión como de la síntesis de IL-6, siendo este 

aumento menor en los HFFs tratados con PC/CM. Respecto a la expresión génica 

de dicha proteína a las 24 horas, aunque no hubo diferencias significativas entre 

los controles, en los cultivos irradiados con las dosis de 11, 22 y 35 mJ/cm2, dicha 

expresión génica en los HFFs PC/CM+ fue 1.9, 2.3 y 2.9 veces menor, 

respectivamente, que en los HFFs PC/CM- (p<0.05; figura 48.A). Por su parte, en 

relación a la síntesis proteica de IL-6, si bien ésta fue significativamente menor 

en el control de los HFFs tratados con PC/CM a las 24 horas, a las 48 horas dicha 

síntesis fue 15.8 veces mayor que en los controles HFFs PC/CM- (p<0.001); sin 

embargo, en los cultivos irradiados la síntesis de IL-6 en los HFFs PC/CM+ fue 

significativamente menor que en los HFFs PC/CM-, tanto a las 24 como a las 48 

horas (a este último tiempo, fue 2.5, 1.9 y 2.4 veces menor, con las dosis de 11, 

22 y 35 mJ/cm2 respectivamente; p<0.001; figuras 48.B y C). 
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Figura 48. Niveles de expresión génica (A) y síntesis de IL-6 de los cultivos de HFFs 

PC/CM- y PC/CM+ sometidos a distintas dosis de radiación UV-B, a las 24 (B) y 48 horas 

(C). La figura muestra la media ± DE representativa de tres experiencias independientes. 

#p<0.05. 

 

En segundo lugar, se analizó la expresión génica y la síntesis proteica de una de 

las principales enzimas relacionadas con la remodelación de la MEC, la MMP-1. 

Como se observa en la figura 49.A, en ausencia de irradiación, no hubo 

diferencias significativas en la expresión entre los controles tratados y no 

tratados. En cambio, la exposición de los cultivos a la radiación UV-B indujo un 

aumento de la expresión de MMP-1, efecto que se observó con todas las dosis 

de irradiación y en ambas poblaciones celulares. Sin embargo, en todos los 

casos, los niveles de expresión de dicha enzima fueron significativamente 
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menores en los HFFs PC/CM+ (1.6, 1.9 y 1.9 veces inferior que en los HFFs 

PC/CM-, con las dosis de 11, 22 y 35 mJ/cm2, respectivamente; p<0.001). 

En cuanto a la síntesis de MMP-1, de modo similar a lo descrito con la IL-6, a las 

48 horas se observó un incremento de MMP-1 (3.3 veces mayor) en el control 

de los HFFs tratados con PC/CM respecto a los controles HFFs PC/CM- (p<0.001). 

Sin embargo, en los cultivos irradiados la inducción de la síntesis de MMP-1 en 

los HFFs PC/CM+ fue significativamente menor que en los HFFs PC/CM-, tanto a 

las 24 como a las 48 horas (a este último tiempo, fue 1.7, 1.2 y 1.8 veces menor, 

con las dosis de 11, 22 y 35 mJ/cm2 respectivamente; p<0.001; figuras 49.B y C). 

 

Figura 49. Niveles de expresión génica (A) y síntesis de la proteína MMP-1 de los cultivos 

de HFFs PC/CM- y PC/CM+ sometidos a distintas dosis de radiación UV-B, a las 24 (B) y 

48 horas (C) tras su exposición. La figura muestra la media ± DE representativa de tres 

experiencias independientes. #p<0.05. 
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Por último, se analizó la expresión génica y síntesis proteica de pro-colágeno 

tipo I, el más abundante en la piel y cuya función es proporcionarle soporte y 

resistencia. Como se observa en la figura 50, en ausencia de irradiación y en 

comparación con los HFFs PC/CM-, el tratamiento con PC/CM indujo un 

incremento de pro-colágeno tipo I, tanto de su expresión génica (1.9 veces 

superior; p<0.001), como de la síntesis proteica (2.0 y 1.4 veces superior tras 24 

y 48 horas de la irradiación, respectivamente; p<0.05). 

Tras la exposición de los HFFs a la radiación UV-B, en el caso de los HFFs PC/CM-

no se observaron modificaciones en la síntesis de pro-colágeno tipo I, salvo una 

reducción a las 24 horas (1.8 veces respecto a su control) con la dosis de 11 

mJ/cm2 (p<0.01). En el caso de los HFFs PC/CM+, dicha reducción con respecto 

a su control se observó con todas las dosis de irradiación a las 24 horas (2.5, 1.6 

y 2.2 veces con las dosis de 11, 22 y 35 mJ/cm2 respectivamente; p<0.001), 

recuperando los niveles de su control a las 48 horas (figuras 50.B y C). En 

cualquier caso, lo niveles de pro-colágeno tipo I en los HFFs PC/CM+ siempre se 

mantuvieron igual o por encima de los niveles de los HFFs PC/CM-. 
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Figura 50. Niveles de expresión génica (A) y síntesis de pro-colágeno tipo I de los cultivos 

de HFFs PC/CM- y PC/CM+ sometidos a distintas dosis de radiación UV-B, a las 24 (B) y 

48 horas (C) tras su exposición. La figura muestra la media ± DE representativa de tres 

experiencias independientes. #p<0.05. 

 

V.2.2.7.  Efecto sobre la migración celular 

Las figuras 51, 52 y 53 ilustran el efecto del tratamiento con PC/CM sobre la 

migración celular tanto en los cultivos controles como en los sometidos a la 

irradiación con UV-B. En primer lugar, en los cultivos no sometidos a irradiación, 

el tratamiento con PC/CM no modificó la capacidad migratoria de los HFFs 

(figura 53.A). En cambio, en los cultivos irradiados el tratamiento con PC/CM 

atenuó el efecto inhibidor de la actividad migratoria de los HFFs ejercido por la 

radiación UV-B cuando dicha exposición se produce a dosis bajas (figura 53.B). 
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De este modo, a las 24 horas, a excepción de la dosis de 5 mJ/cm2, se apreció 

una reducción dosis-dependiente de la migración en ambas poblaciones 

celulares, que si bien fue menor en los HFFs PC/CM+, las diferencias no 

alcanzaron significación estadística con respecto a los valores de los cultivos 

HFFs PC/CM-. A las 48 horas post-irradiación, mientras ambas poblaciones 

celulares irradiadas con dosis altas de 22 y 35 mJ/cm2 continuaron con una 

elevada reducción de su capacidad migratoria (y sin demostrar diferencias 

significativas entre los HFFs tratados y no tratados), los cultivos irradiados con 

las dosis inferiores recuperaron parcialmente su actividad migratoria. Sin 

embargo, en este caso, dicha recuperación fue significativamente superior en 

los cultivos tratados con PC/CM. Así, la actividad migratoria de los HFFs PC/CM+ 

fue 1.4 veces superior a la de los HFF PC/CM-, tanto con la dosis de 5 como con 

la de 11 mJ/cm2 (p<0.05). Curiosamente, con la dosis de 5 mJ/cm2, los valores 

de migración de los HFF PC/CM+ llegaron a superar los valores de migración del 

control no irradiado (p<0.001; figura 53.B). 

 

Figura 53. Migración de los cultivos de HFFs PC/CM- y PC/CM+ en condiciones basales 

(A) y sometidos a distintas dosis de radiación UV-B a las 24 y 48 horas de la irradiación 

(B). Valores relativizados a los del control no irradiado de los HFFs PC/CM (línea 

discontinua). La figura muestra la media ± DE de tres experiencias independientes. 

*p<0.001 con respecto al control de los HFFs PC/CM-; #p<0.05 entre los HFFs PC/CM- y 

PC/CM+.  



V. Capítulo 3 

 

171 
 

Tras la exposición de los cultivos a radiación UV-B, los HFFs PC/CM+ muestran 

mayor viabilidad y capacidad de migración, además de un incremento en la 

expresión y síntesis de pro-colágeno tipo I. Así mismo, los HFFs PC/CM+ 

muestran un menor porcentaje de citotoxicidad, apoptosis y senescencia, junto 

con una disminución en la expresión y síntesis de MMP-1 e IL-6. 
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El fotoenvejecimiento constituye uno de los retos terapéuticos de la 

dermatología moderna. Actualmente, la estrategia más eficaz para hacer frente 

al fotoenvejecimiento es la prevención primaria, también denominada 

fotoprotección, fundamentada en el uso tópico de lociones que actúan como 

filtro solar. Sin embargo, muchos de los compuestos empleados en estas 

lociones pueden ser absorbidos por la piel causando alergia, fototoxicidad o 

irritación cutánea 61. Además, pueden reaccionar fotoquímicamente con los ROS 

reduciendo su eficacia en la protección solar 17. 

A pesar de la incorporación de nuevas tecnologías y enfoques innovadores en la 

fotoprotección tópica, la utilidad de los actuales protectores solares es limitada. 

En este contexto, la terapia celular con MSCs surge como una alternativa 

prometedora en la prevención del fotoenvejecimiento. Las MSCs poseen la 

capacidad de inducir la regeneración de las células dérmicas, a través de su 

actividad paracrina, estimulando la angiogénesis y protegiendo a dichas células 

frente al estrés oxidativo 182.  

Sin embargo, a pesar de la potencialidad terapéutica de las MSCs, su utilización 

no está exenta de dificultades, fundamentalmente relacionadas con el 

mantenimiento de su viabilidad y función antes y después de la implantación in 

vivo. Para hacer frente a estas limitaciones se han desarrollado distintas 

estrategias de pre-acondicionamiento in vitro de las MSCs basadas, 

principalmente, en la modificación de las condiciones de cultivo y su pre-

tratamiento con moléculas bioactivas 166. Estas estrategias han demostrado un 

incremento de la tasa de supervivencia celular y del potencial de diferenciación 

de estas células 170. Además, dicho pre-acondicionamiento permite estimular la 

actividad  paracrina induciendo la supresión de factores pro-inflamatorios y 

limitando el desarrollo de fibrosis 171.  

Tomando como referencia estos antecedentes, nuestro estudio de investigación 

ha tenido como finalidad aportar nueva información sobre la utilidad de esta 
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estrategia terapéutica de pre-acondicionamiento para reducir el daño celular 

dérmico de la radiación UV-B, y contribuir así a analizar su potencial aplicación 

en el fotoenvejecimiento. Para ello, evaluamos el efecto del pre-

acondicionamiento de las hASCs con dosis bajas de H2O2, sobre la capacidad 

antioxidante y la actividad paracrina de estas células, con el objetivo de proteger 

a los fibroblastos dérmicos frente a los daños que causa la radiación UV-B. Se 

eligió esta población celular porque es la encargada de sintetizar el componente 

fibrilar de la MEC y, por tanto, del mantenimiento de su equilibrio estructural y 

metabólico 189. La irradiación in vitro de fibroblastos con UV-B, con la 

consecuente inducción de estrés oxidativo en dichas células, se ha establecido 

como un modelo experimental para el estudio del envejecimiento cutáneo 

extrínseco 20. Asimismo, estimamos preciso caracterizar de forma previa la 

respuesta de las hASCs frente al estrés oxidativo para poder valorar 

adecuadamente su potencial terapéutico en este ámbito. 

Para llevar a cabo el estudio, establecimos un modelo de irradiación in vitro con 

UV-B. En primer lugar, analizamos el efecto de dosis crecientes de radiación UV-

B sobre la viabilidad de los HFFs y las hASCs, con el fin de establecer el rango de 

dosis adecuado para realizar los ensayos de este estudio. Observamos una 

correlación directa entre las dosis de irradiación aplicada y la disminución de la 

viabilidad celular en ambas poblaciones celulares, si bien dicha reducción fue 

1.4 veces mayor en el caso de los HFFs (LD50 = 45.67 mJ/cm2) respecto a la de las 

hASCs (LD50 = 63.21 mJ/cm2). A partir de estos datos, se estableció el rango de 

dosis de irradiación por encima y por debajo de los valores de LD50 de los HFFs 

para los ensayos posteriores (11, 22, 35 y 75 mJ/cm2). Las dosis utilizadas son 

muy similares a las empleadas por otros autores como Samivel y cols., los cuales 

han reportado una LD50 para los HFFs (40 mJ/cm2) muy próxima a la obtenida en 

nuestro estudio 202. Además de reducir la densidad de los cultivos, la radiación 

UV-B produjo la pérdida de la morfología fusiforme y la reducción de 
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adhesividad al soporte de cultivo en ambas poblaciones celulares, efectos muy 

evidentes a partir de la dosis intermedia de 22 mJ/cm2 en el caso de los HFFs. 

Dichos cambios morfológicos pueden estar asociados a alteraciones de  las vías 

de señalización intracelular y de la expresión génica, y afectar a la movilidad 

celular 203. 

En la misma línea, la evaluación de la actividad de la enzima LDH —indicador de 

muerte celular y, por tanto, de citotoxicidad, cuya presencia en el medio de 

cultivo es habitual tras la lisis celular 204 —permitió observar también en ambas 

poblaciones celulares, un aumento dosis-dependiente de dicho marcador en 

función de la intensidad de irradiación, tanto a las 24 como a las 48 horas. Es 

importante destacar que dicho aumento de la citotoxicidad fue 

significativamente menor en el caso de las hASCs irradiadas con las dosis más 

altas (35 y 75 mJ/cm2). 

El aumento de los niveles de ROS como consecuencia de la exposición a la 

radiación parece ser uno de los principales agentes implicados en el proceso de 

envejecimiento de la piel 202. La exposición a la radiación UV-B conduce a las 

células de la piel a un estado de estrés oxidativo, consecuencia de la limitada 

capacidad de las células para eliminar el exceso de ROS generado por la 

radiación. En nuestro estudio, la exposición de los cultivos a la radiación UV-B 

provocó un aumento dosis-dependiente de los niveles intracelulares de ROS, 

tanto en los HFFs como en las hASCs, observando diferencias entre ambas líneas 

celulares únicamente con la dosis más alta de irradiación (75 mJ/cm2), con la 

que las hASCs, curiosamente, mostraron mayores niveles de ROS. El incremento 

de los niveles de ROS produce daño indirecto en el ADN y, en consecuencia, las 

células detienen la progresión del ciclo celular y aumentan la expresión de genes 

asociados a la senescencia 205. En este sentido, encontramos que la exposición 

de los HFFs y las hASCs a la radiación UV-B indujo senescencia prematura en 

ambas poblaciones celulares, como lo demuestra el aumento del tamaño celular 
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y de la actividad de la enzima β-gal, características típicas de las células 

senescentes. Sin embargo, mientras que los HFFs mostraron diferencias 

estadísticamente significativas con respecto a su control no irradiado con todas 

las dosis de irradiación, en las hASCs únicamente encontramos diferencias con 

respecto a su control con la dosis más alta de irradiación (75 mJ/cm2). Además, 

al comparar ambos tipos celulares tras su irradiación con cualquiera de las dosis 

empleadas, se observó un mayor porcentaje de células senescentes en los 

cultivos de los HFFs que en los de las hASCs. Estos datos sugieren que estas 

células madre son capaces de responder y controlar mejor el exceso de 

producción de ROS, incluso cuando las dosis de radiación son realmente 

elevadas, donde parece lógico pensar que sólo las células más resistentes 

pueden llegar a producir los niveles más altos de ROS. De hecho, diversos 

autores 206 han puesto de relieve la importancia de dichos ROS como 

mediadores de diferentes funciones celulares, como se comenta más adelante.  

El acúmulo de células senescentes en los tejidos y órganos envejecidos  altera 

los procesos fisiológicos, incluida la regeneración, y contribuye a la progresión 

de patologías relacionadas con el envejecimiento, como la reducción de la 

capacidad de cicatrización de las heridas cutáneas 207. Dado que los fibroblastos 

son las células encargadas de la síntesis de los componentes de la MEC, la 

contracción de la herida y la remodelación de la nueva MEC en el proceso de 

cicatrización 208,209, decidimos analizar el efecto de la radiación UV-B sobre la 

capacidad migratoria de los HFFs, y la comparamos con la de las hASCs. En este 

caso, incluimos la dosis de 5 mJ/cm2 con el objetivo de dotar al análisis de una 

mayor sensibilidad. Al igual que con los parámetros anteriormente analizados, 

la capacidad migratoria de los HFFs y de las hASCs sometidos a radiación UV-B 

mostró una disminución dosis-dependiente en ambas poblaciones celulares; sin 

embargo, de nuevo, dicha disminución fue mayor en el caso de los HFFs, tanto 

a las 24 como a las 48 horas de la irradiación. Además, sólo en el caso de las 
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hASCs, tras 48 horas de su exposición a la radiación con la dosis más baja (5 

mJ/cm2), apreciamos un aumento de la capacidad migratoria con respecto a su 

control no irradiado. Este resultado concuerda con los obtenidos por otros 

autores como Jeong y cols., en cuyo estudio demostraron que la exposición de 

las hASCs a dosis bajas de radiación UV-B estimula su supervivencia, su 

capacidad de migración, la angiogénesis y los efectos paracrinos in vitro, en cuyo 

mecanismo de acción participa de forma relevante la generación de ROS 210.  

Todos estos resultados demuestran la mayor resistencia de las hASCs frente al 

efecto nocivo de la radiación UV-B respecto a la de los HFFs. Los datos obtenidos 

están en concordancia con los publicados por López Pérez y cols., en cuyo 

estudio proponen que la mayor capacidad proliferativa y viabilidad de las MSCs 

con respecto a los HFFs in vitro podría predecir en parte, la capacidad 

regenerativa de las MSCs in vivo 211. 

En vista de estos resultados, y con el objetivo de mejorar la resistencia de las 

hASCs frente a la radiación UV-B para su posible uso en terapia celular contra el 

fotoenvejecimiento, nos planteamos incrementar su eficacia mediante el pre-

acondicionamiento con ciclos cortos de oxidación con H2O2. Dado que el estrés 

oxidativo mediado por ROS es una de las principales causas de la apoptosis y 

muerte celular de las MSCs después del trasplante 178, varios estudios se han 

centrado en analizar el efecto beneficioso del pre-acondicionamiento, durante 

un corto periodo de tiempo, con pequeñas concentraciones de H2O2 (1-100 µM). 

En dichos estudios se ha observado un aumento moderado de los niveles de ROS 

durante el pre-acondicionamiento, lo cual podría actuar como un estímulo 

promotor de la supervivencia que posibilite a las células mantener su viabilidad 

212, y facilitar, de este modo, la adaptación de las células al estrés oxidativo 

causado por altas concentraciones de ROS en los tejidos lesionados. En trabajos 

previos, nuestro grupo de investigación ha demostrado que el pre-

acondicionamiento con H2O2 mejora la capacidad de recuperación de las hASCs 
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tras su descongelación, y su capacidad de respuesta al estrés oxidativo y a la 

privación de nutrientes 132. También hemos demostrado que el mecanismo de 

acción que las hASCs pre-acondicionadas con H2O2 utilizan para incrementar su 

capacidad de respuesta en condiciones de estrés oxidativo, está relacionado con 

la sobreexpresión de Nrf2 y el incremento de enzimas relacionadas (HO-1, SOD-

1, GPx-1 y CAT) 179. Asimismo, hemos descrito que dicho pre-acondicionamiento 

con H2O2 incrementa también la capacidad de reparación de las hASCs, así como 

la de su CM, del daño oxidativo sufrido por otras líneas celulares; en concreto, 

este efecto fue observado en un modelo de oligodendrocitos (HOGd) sometidos 

a estrés oxidativo, donde la capacidad de reparación estuvo relacionada con una 

disminución de los niveles de ROS y el aumento de la capacidad antioxidante de 

las HOGd 180. 

En todos estos estudios previos, la inducción del estrés oxidativo se llevó a cabo 

mediante el cultivo celular con H2O2 (0.25-0.5 mM). Sin embargo, el objetivo del 

presente trabajo fue analizar la resistencia de las hASCs pre-acondicionadas con 

H2O2 al estrés oxidativo causado por la radiación UV-B. Tomando como 

referencia los estudios previos realizados, en primer lugar, analizamos el efecto 

del pre-acondicionamiento con H2O2 (10 µM) en condiciones de cultivo 

estándar, demostrando que dicho pre-acondicionamiento no afecta a 

parámetros celulares básicos de las hASCs, como la morfología, el ciclo celular o 

la proliferación, lo que indica que, en condiciones normales, las PC-hASCs no 

difieren de las hASCs en dichos parámetros. 

En segundo lugar, comparamos la respuesta de las hASCs y PC-hASCs a la 

exposición a radiación UV-B. Observamos que, una hora después de la 

irradiación (11, 22 y 35 mJ/cm2), los niveles de ROS aumentaron de manera 

dosis-dependiente en ambas poblaciones celulares; sin embargo, en contra de 

lo esperado, con la dosis más alta de irradiación (35 mJ/cm2) dichos niveles 

fueron superiores en las PC-hASCs. Este resultado es coherente con un hallazgo 
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previo de nuestro grupo de investigación, según el cual las hASCs limitan su 

actividad mitocondrial en un intento de reducir los niveles de ROS intracelulares, 

mientras que las PC-hASCs aumentan dicha actividad mitocondrial ya que 

cuentan con una mayor concentración de antioxidantes que pueden 

contrarrestar los ROS 179. Por tanto, este aumento en los niveles de ROS podría 

ser consecuencia de un aumento transitorio de la fosforilación oxidativa de las 

PC-hASCs para obtener ATP de manera más rápida y poder sobrevivir en un 

microambiente hostil 213. En este sentido, se ha de tener presente que, mientras 

niveles elevados de ROS pueden causar daño en el ADN, las proteínas y los 

lípidos, niveles moderados son necesarios para activar las vías de señalización 

esenciales que regulan funciones celulares como la proliferación y la 

diferenciación 214,206. Así por ejemplo, se ha demostrado que el aumento de los 

niveles de ROS mitocondrial es necesario para activar las vías de estrés celular 

que, paradójicamente, protegen del daño oxidativo 215. 

A continuación, analizamos el efecto del pre-acondicionamiento sobre la 

viabilidad celular y observamos que, mientras a las 24 horas de la irradiación, 

tanto las hASCs como las PC-hASCs disminuyeron su viabilidad, a las 48 horas, 

sólo las PC-hASCs fueron capaces de recuperarla, llegando a alcanzar valores 

similares a los del control no irradiado de las hASCs, incluso con las dosis más 

altas de irradiación. Por tanto, en concordancia con nuestros estudios previos, 

el pre-acondicionamiento con H2O2 también incrementa la viabilidad de estas 

células cuando son sometidas a radiación UV-B. Este aumento de la 

supervivencia de las PC-hASCs probablemente se deba a la activación de 

diferentes vías de señalización. Dado que nuestros estudios se basan en un 

modelo de estrés oxidativo, centramos nuestra atención en la vía de 

señalización Nrf2-ARE, un importante mecanismo celular para reducir dicho 

estrés. Nrf2 es un factor de transcripción que regula la expresión de genes que 

codifican proteínas antioxidantes, anti-inflamatorias y detoxificantes 156. 
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Cuando los niveles de ROS son elevados, Nrf2 se disocia de Keap1 y se transloca 

al núcleo, donde se une a ARE, iniciando la expresión de enzimas desintoxicantes 

y proteínas antioxidantes 159,160. Nuestro análisis de la expresión de Nrf2, tanto 

de la fracción nuclear como de la citoplasmática, mostró que el pre-

acondicionamiento de las hASCs aumentó la relación Nrf2-n/c en las PC-hASCs 

una hora después de la irradiación. En esta situación de estrés oxidativo, la 

proteína Nrf2 se localizó en el núcleo en el caso de las PC-hASCs, mientras que 

permaneció en mayor medida en el citoplasma en las hASCs. Como ya 

demostramos previamente, la sobreexpresión de Nrf2 produce un incremento 

de HO-1, SOD-1, GPx-1 y CAT, pudiendo neutralizar el aumento de los ROS y 

favorecer así la supervivencia de las PC-hASCs 179,216. 

Por otro lado, uno de los principales mecanismos en los que se basa el potencial 

terapéutico de las MSCs es su capacidad de migración al lugar de la lesión. Sin 

embargo, el microambiente adverso que existe en el tejido dañado, puede 

limitar esta capacidad migratoria. Por ello, analizamos el efecto del pre-

acondicionamiento de las hASCs sobre su capacidad de migración después de la 

irradiación con UV-B, observando un aumento de dicha capacidad en las PC-

hASCs respecto a las hASCs, en las condiciones de mayor dosis de radiación (1.7 

veces superior con la dosis de 35 mJ/cm2). En concordancia con estos resultados, 

varios estudios llevados a cabo por otros autores con distintos protocolos de 

pre-acondicionamiento con H2O2, han demostrado un incremento de la 

capacidad migratoria de las MSCs en condiciones de estrés oxidativo mediante 

el aumento de la expresión de SDF-1 y de su receptor CXCR4, ambos implicados 

en el proceso de activación de la migración y la supervivencia celular en los 

tejidos dañados  217,218. 

En conjunto, nuestros resultados sugieren que la mayor actividad del sistema 

antioxidante celular inducido por Nrf2 permite a las PC-hASCs responder mejor 

frente al daño inducido por la radiación UV-B, como lo demuestra el aumento 
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de su viabilidad y de su capacidad de migración respecto a las hASCs ante dosis 

elevadas de 35 mJ/cm2, y ello a pesar del incremento de los niveles de ROS 

observado en dichas células pre-acondicionadas. Por tanto, dado que las PC-

hASCs poseen una mayor capacidad de respuesta al estrés oxidativo, parece 

lógico utilizar estas células para proteger a otras poblaciones celulares, como los 

fibroblastos dérmicos, frente al daño oxidativo.  

En la actualidad, existen numerosos estudios que evidencian que el potencial 

terapéutico de las hASCs no sólo es atribuible a su capacidad de diferenciación 

o su capacidad de migración al lugar de la lesión, sino también a través de los 

factores que secretan. Así, por ejemplo, Park y cols. han observado en modelos 

murinos que el CM de las hASCs estimula tanto la síntesis de colágeno como la 

migración de los fibroblastos dérmicos, lo que acelera la cicatrización de heridas 

en modelos animales 219. Este medio también protege a los fibroblastos 

dérmicos del estrés oxidativo inducido por la radiación UV-B 155. Además, 

Palomares y cols. demostraron que la capacidad antioxidante del CM de las 

hASCs es 1.8 veces superior a la del medio estándar 151. Sin embargo, la mayoría 

de los estudios se centran en el uso terapéutico de este medio después de la 

lesión. En nuestro estudio, demostrado que el pre-acondicionamiento de las 

hASCs con pequeñas dosis de H2O2 aumenta su viabilidad, capacidad 

antioxidante y capacidad migratoria en respuesta al estrés oxidativo causado 

por la radiación UV-B, decidimos comprobar el efecto del CM de las PC-hASCs 

como terapia fotoprotectora de las HFFs cuando dicho medio es suministrado 

de forma previa a la radiación. Para ello, realizamos un tratamiento de los HFFs 

cultivados durante 24 horas con el CM derivado de las PC-hASCs privadas de 

suero durante 48 horas. En primer lugar, comprobamos que el tratamiento con 

dicho medio no modifica la morfología de los HFFs en condiciones estándar. En 

segundo lugar, observamos que la actividad proliferativa de los HFFs PC/CM+ 

aumentó ligeramente con respecto a los HFFs PC/CM-. Dicho aumento en 
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condiciones estándar también ha sido descrito por otros autores como Wang y 

cols. 220. 

A continuación, analizamos el efecto del tratamiento con PC/CM en los HFFs 

sometidos a la radiación UV-B (11, 22 y 35 mJ/cm2). Los resultados mostraron 

un claro efecto fotoprotector de dicho tratamiento, evidenciado por una mayor 

viabilidad, una menor actividad de la LDH liberada al medio extracelular y un 

menor porcentaje de apoptosis en los cultivos de HFFs PC/CM+ con respecto a 

los de HFFs PC/CM-, hallazgos especialmente más evidentes en el rango de las 

dosis más altas de irradiación (22 y 35 mJ/cm2). Este efecto citoprotector podría 

deberse, entre otras razones, a la presencia en dicho medio de diversos factores 

de crecimiento, que inducen la mitosis en las células quiescentes 221, y de 

proteínas inhibidoras de la apoptosis como Bcl-2, survivina y Akt 102. 

Como hemos mencionado previamente, el estrés oxidativo producido por un 

aumento de los niveles de ROS derivado de la exposición a la radiación UV-B es 

uno de los principales mecanismos implicados en el proceso del 

fotoenvejecimiento. Por este motivo, analizamos el efecto del tratamiento con 

PC/CM en los niveles intracelulares de ROS de los HFFs sometidos a radiación. 

Observamos que una hora después de la irradiación, dichos niveles aumentaron 

en ambas poblaciones de HFF tratados como en los no tratados con PC/CM, si 

bien, en contra de lo esperado, el incremento fue mayor en los primeros. Es 

preciso tener en cuenta que la presencia de un nivel óptimo del estado redox 

resulta esencial en el mantenimiento de la homeostasis celular. Aún más, dicho 

estado redox varía en función de la actividad metabólica y del compartimento 

celular en la que se lleva a cabo 214. De este modo, un aumento moderado de 

los niveles de ROS puede actuar como señal molecular para activar vías de 

señalización involucradas en la proliferación y diferenciación celular. Así, por 

ejemplo, Liu y cols. han demostrado que un incremento moderado en los niveles 

de ROS promueve la proliferación y migración de los preadipocitos murinos 
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mediante la regulación de NF-kB p65 222. Por su parte, Huo y cols. evidenciaron 

que el incremento de los niveles de ROS media la adhesión y migración celular 

en la cicatrización de las heridas en la córnea 223. Por el contrario, un aumento 

excesivo de los niveles de ROS puede causar un daño oxidativo que induzca la 

senescencia y la muerte celular 224. Sin embargo, no sólo han de considerarse 

los niveles de ROS presentes en la célula, sino también los requerimientos de 

dichos niveles para las diferentes actividades biológicas que haya de desarrollar 

en un momento determinado y los mecanismos intracelulares del control redox 

que la misma posea. En este sentido, el aumento de los niveles de ROS 

observados en los HFFs PC/CM+ sometidos a irradiación podría ser incluso 

necesario para promover la migración o reducir la senescencia, efectos ambos 

observados en dicha población celular en comparación con los HFFs PC/CM-. 

La senescencia prematura es una de las alteraciones del proceso de 

fotoenvejecimiento. Las células senescentes muestran un fenotipo definido por 

características tales como el aumento del tamaño celular y de la actividad de la 

enzima β-gal, la pérdida del potencial replicativo, el aumento de la biogénesis 

de lisosomas, la disminución de la velocidad de síntesis y degradación de 

proteínas, y la alteración en la regulación y expresión de genes específicos 225. 

En este sentido, en nuestro estudio analizamos también el efecto del 

tratamiento con PC/CM sobre el fenotipo senescente de los HFFs sometidos a la 

radiación. Así, mediante el estudio de la distribución del citoesqueleto de actina 

comprobamos que los HFFs PC/CM- incrementan el tamaño de su citoplasma, 

mientras que los HFFs PC/CM+ mantienen la proporción núcleo/citoplasma. Por 

otro lado, y acorde con estos resultados, el análisis de la enzima β-gal mostró 

que los HFFs PC/CM+ presentan una disminución de dicha actividad enzimática 

respecto a los HFFs PC/CM-, efectos que se aprecian, al igual que en el 

porcentaje de apoptosis y de citotoxicidad, con las dosis más elevadas de 

irradiación (22 y 35 mJ/cm2). 
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Por otro lado, se ha descrito que las células senescentes secretan moléculas, 

que influyen en el microambiente celular y tisular, como las citocinas pro-

inflamatorias IL-1, IL-6 e IL-8, entre otras 36,226. En este sentido, la mayoría de las 

enfermedades asociadas al fotoenvejecimiento comparten características 

relacionadas con la inflamación, como los niveles elevados de TNF-α e IL-6 43. 

Por esta razón, analizamos en los HFFs irradiados el efecto del tratamiento sobre 

la expresión y síntesis de la IL-6, una citocina que, aunque esencial en la 

regulación de la respuesta inmunitaria, su sobreproducción puede actuar como 

un factor pro-inflamatorio 227. La exposición de los HFFs a la radiación UV-B 

indujo un aumento dosis-dependiente de la expresión y síntesis de IL-6, tanto 

en los HFFs PC/CM- como en los HFFs PC/CM+, si bien dicho incremento fue 

notablemente menor en los HFFs PC/CM+. Sin embargo, el control de estos 

últimos presentó un mayor nivel de síntesis de esta proteína que la población 

control de los HFFs no tratados. Este hecho también ha sido descrito por Nouri 

y cols., en cuyo estudio sobre un modelo murino, observaron que el aumento 

de la secreción de IL-6 en células endoteliales tratadas con el CM de células 

madre derivadas de la gelatina de Wharton y pre-acondicionadas con H2O2, 

estaba correlacionado con un aumento de su capacidad migratoria 228. Por otro 

lado, algunos autores han descrito que el aumento en la expresión de IL-6 en 

fibroblastos dérmicos activa la vía de señalización NF-kB y, en consecuencia, da 

lugar a un aumento de la expresión la MMP-1 y a la inhibición de  la síntesis de 

colágeno 20,229. Asimismo, se ha observado en los fibroblastos humanos 

senescentes un incremento en la expresión de colagenasa y estromelisina, y una 

disminución de la expresión de los inhibidores de las MMPs 1 y 3 (TIMP-1 y -3) 

que conlleva a una degradación de la MEC 39.  

Histológicamente, la piel fotoenvejecida muestra marcadas alteraciones de la 

MEC. La dermis de la piel normal, contiene en su mayor parte colágeno de tipo 

I (85-95%) y en menor proporción colágeno de tipo III (10-15%). Por su parte, en 
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la dermis de la piel fotoenvejecida, se reducen los precursores de los colágenos 

fibrilares tipo I y III. Este hecho es el resultado del efecto combinado de la 

disminución de la biosíntesis de pro-colágeno por parte de los fibroblastos y el 

aumento de su degradación enzimática llevada a cabo por las MMPs 221,230. Entre 

los diferentes tipos de MMPs, la MMP-1 es la principal responsable de degradar 

el colágeno de tipo I sintetizado por los fibroblastos y, de acuerdo con lo descrito 

en la literatura, la que actúa de manera más eficiente para inducir daño cutáneo. 

Por estos motivos, analizamos el efecto del tratamiento con PC/CM sobre la 

expresión génica y la síntesis proteica de MMP-1 y de pro-colágeno tipo I en los 

HFFs sometidos a radiación UV-B. 

Nuestros resultados muestran que la exposición a la radiación UV-B aumentó la 

expresión y síntesis de MMP-1 en ambas poblaciones celulares, si bien de nuevo 

dicho incremento fue significativamente menor en los HFFs PC/CM+ respecto a 

los HFFs no tratados. Este efecto de la irradiación sobre la síntesis proteica de 

MMP-1 se puso de manifiesto de forma más evidente a las 48 horas. En dicho 

tiempo, al igual que ocurre con la síntesis de IL-6, también existe una mayor 

síntesis de dicha proteína en los HFFs PC/CM+ control, efecto que no hemos 

encontrado descrito en la bibliografía, y que seguramente esté inducido por 

algún factor presente en el PC/CM. 

Por su parte, tanto la expresión como la síntesis de pro-colagéno tipo I fue 

significativamente superior en el control de los HFFs PC/CM+ con respecto al 

control de los HFFs PC/CM-, lo que indica que el PC/CM estimula la síntesis de 

esta proteína en condiciones basales. Otros autores como Kim y cols., han 

descrito este aumento del colágeno tipo I en ausencia de estrés oxidativo en 

fibroblastos en co-cultivo con hASCs 219. En cuanto al efecto de la radiación UV-

B, observamos una disminución significativa de la expresión y de la síntesis de 

pro-colágeno tipo I tanto en los HFFs PC/CM- como en los HFFs PC/CM+ en las 

primeras 24 horas, con una recuperación de dichos niveles de síntesis a las 48 
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horas. Sin embargo, los HFFs tratados con PC/CM mostraron siempre mayores 

niveles de esta proteína. 

Los procesos de migración, proliferación y remodelación de la MEC a través de 

la síntesis de colágeno por parte de los fibroblastos, son indispensables en la 

regeneración de la dermis funcional. Dado que nuestros resultados mostraron 

que el tratamiento con PC/CM aumentaba la expresión y la síntesis de pro-

colágeno tipo I en los HFFs, decidimos analizar el efecto de dicho medio en la 

capacidad migratoria de estas células. Observamos que el tratamiento con 

PC/CM atenuó el efecto inhibidor, ejercido por la radiación UV-B, sobre la 

actividad migratoria de los HFFs. Este hecho está en consonancia con el 

aumento de la síntesis de colágeno y la disminución de MMP-1 en los HFFs 

PC/CM+. Además, con la dosis de 5 mJ/cm2, los valores de migración de los HFFs 

PC/CM+ llegaron a superar los valores de migración del control no irradiado. 

Estos resultados podría estar en relación con la posible presencia en el PC/CM 

de factores de crecimiento que intervienen en la cicatrización normal de las 

heridas, como ha sido demostrado por Chen y cols. en el CM de MSCs derivadas 

de médula ósea, el cual contiene el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el 

factor de crecimiento queratinocítico (KGF), el IGF-1 y el VEGF 231, todos ellos 

implicados en dicho proceso de cicatrización.  

Si bien en el presente trabajo no se ha analizado el contenido del PC/CM, los 

estudios existentes en la literatura sobre el análisis proteómico del CM derivado 

de hASCs, revela que este medio contiene una gran variedad de factores de 

crecimiento necesarios para la regeneración tisular (EGF, KGF, IGF-1, VEGF, 

entre otros) y proteínas con efecto antioxidante (por ejemplo, SOD y GPx 219,231), 

cuyos niveles puede verse incrementados como consecuencia del pre-

acondicionamiento. Así, Linero y cols. detectaron en el CM de las hASCs 

cultivadas en hipoxia, 43 factores, 11 de los cuales estaban implicados en la 

regeneración ósea 232. Ahluwalia y cols. demostraron que dicho pre-
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acondicionamiento induce la síntesis de promotores de la vascularización como 

VEGF y la angiotensina 233. Por su parte, Niu y cols., mediante la estimulación de 

las hASCs con astragalósido IV (un compuesto bioactivo), encontraron una 

mayor secreción de factores pro-angiogénicos y anti-apoptóticos como TGF-β1, 

bFGF y PDGF 234. 

En resumen, nuestros resultados sugieren que el tratamiento con PC/CM ejerce 

un efecto citoprotector de los HFFs, demostrado por un aumento de la viabilidad 

y disminución del porcentaje de apoptosis y de senescencia de estas células 

cuando son sometidas a la radiación UV-B. Además, ante dichas condiciones 

lesivas, reduce la síntesis de MMP-1 y el efecto deletéreo de dicha radiación 

sobre la capacidad migratoria y sobre la síntesis de colágeno tipo I de dichas 

células, fundamentales en el proceso de remodelación de la MEC y de 

regeneración dérmica. 
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1. La radiación UV-B induce estrés oxidativo en los HFFs y en las hASCs, 

reduce la viabilidad celular y la capacidad de migración, y aumenta el 

porcentaje de senescencia de dichas poblaciones celulares de manera 

dosis-dependiente. 

2. En comparación con los HFFs, las hASCs muestran mayor resistencia al 

daño producido por la radiación UV-B, evidenciada por el menor 

porcentaje de citotoxicidad y de senescencia, así como por la mayor 

capacidad migratoria de estas células. 

3. El pre-acondicionamiento de las hASCs mediante ciclos cortos de 

oxidación con H2O2 no afecta a las propiedades básicas de cultivo (la 

morfología, el ciclo celular y la proliferación) de estas células. 

4. El pre-acondicionamiento de las hASCs con H2O2 mejora la respuesta de 

estas células (PC-hASCs) al estrés oxidativo inducido por la radiación UV-

B, evidenciada por una mayor viabilidad y capacidad migratoria. Este 

efecto está asociado, al menos en parte, con una activación del factor 

de transcripción Nrf2. 

5. El medio acondicionado por las PC-hASCs (PC/CM) no altera las 

propiedades básicas de cultivo de los HFFs, si bien induce un pequeño 

aumento, aunque significativo, de su actividad proliferativa.  

6. El tratamiento de los HFFs con PC/CM ejerce un efecto citoprotector 

frente a la radiación UV-B, demostrado por una mayor viabilidad, un 

menor porcentaje de apoptosis y de senescencia celular, así como una 

mayor capacidad migratoria. 

7. El efecto citoprotector del PC/CM sobre los HFFs irradiados está 

asociado a una disminución de los niveles de MMP-1 y a un aumento de 

los niveles de pro-colágeno tipo I, relacionados ambos con los procesos 

de remodelación de la MEC.
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