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RESUMEN 

  

 

 

Las células madre del folículo piloso humano (hHF-MSCs) se encuentran en el 

compartimento mesenquimal del folículo, que está formado por la papila dérmica, la vaina 

dérmica y la región peribulbar. Estas células se caracterizan por su alto potencial regenerativo 

sin la generación de procesos fibróticos en la cicatrización de heridas, y han mostrado beneficios 

frente al empleo de MSCs de otras fuentes de procedencia cuando han sido transplantadas. Sin 

embargo, su uso está aún por explorar en un amplio rango de terapias celulares de 

reemplazamiento y secreción de factores de crecimiento para la reactivación de células madre 

endógenas.  

El folículo piloso es una rica y fácilmente accesible fuente de MSCs. El presente trabajo muestra 

el desarrollo de una metodología que simplifica el aislamiento y enriquecimiento de hHF-MSCs 

de la región occipital del cuero cabelludo de donantes de entre 20 y 40 años, y que, a su vez, 

favorece su capacidad de duplicación y predice la probabilidad de éxito en la obtención de 

cultivos proliferativos, lo que facilita su adecuación para su futuro uso en terapia celular. 
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ABREVIATURAS 

 

 

ADN Ácido desoxirribonucleico FITC Fluoresceína isotiocianato 

ALP Fosfatasa alcalina FGF Factor de crecimiento de fibroblastos 

APC Aloficocianina GO Clasificación Gene Ontology. 

AT-MSCs Células madre mesenquimales del tejido 
adiposo 

hHFSCs Células estromales derivadas de folículo 
piloso humano 

ARN Ácido ribonucleico hHF-MSCs Células madre mesenquimales 
derivadas de folículo piloso humano 

BM-MSCs Células madre mesenquimales de 
médula ósea 

HPL Lisado de plaquetas humano comercial. 

BM Medio basal HS Suero heterólogo. 

BSA Albúmina sérica bovina IP Índice de proliferación. 

CM Medio condicionado ITS Suplemento insulina-transferrina-
selenio. 

Ct Ciclo de amplificación umbral; 
intersección entre una curva de 
amplificación y una línea umbral 

ISCT International Society for Cell & Gene 
Therapy 

cPD Número de duplicaciones acumuladas 
en la población 

MelSCs Células madre melanocíticas 

DEG Genes con expression diferencial MSCs Células madre mesenquimales 

DP Células de la papila dérmica localizadas 
en el compartimento mesenquimal del 
folículo piloso 

NCAM1 Molécula de adhesión de célula neural 

DS Células de la vaina dérmica localizadas 
en el compartimento mesenquimal del 
folículo piloso 

OB-CM Medio inductor de la osteogénesis 
secretados por osteoblastos 

DSCs Células madre dérmicas del 
compartimento mesenquimal del 
folículo piloso 

OM Medio inductor de la osteogénesis 
comercial 

DMEM Medio basal Eagle modificado por 
Dulbecco 

PBS Tampón fosfato salino 

DMSO Dimetilsulfóxido PD Duplicación de la población 

EDTA Ácido etilendiaminotetraacético PDT Tiempo de duplicación de la población 

EpSCs Células madre epiteliales no derivadas 
de la cresta neural. 

PE Ficoeritrina 

FBS Suero bovino fetal SDSCs Células madre derivadas de la piel con 
origen en la cresta neural 

Fibroblastos 
Fp 

Fibroblastos de la dermis papilar SOX2 Marcador de pluripotencia esencial 
para la autorrenovación 

Fibroblastos 
Fr 

Fibroblastos de la dermis reticular SKPs Precursores de la piel 

Fibroblastos 
F-DHJ 

Fibroblastos de la unión dermo-
hipodermal 

RUNX2 Factor de transcripción asociado con la 
diferenciación osteogénica 
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GLOSARIO DE TÉRMINOS 

 

Autorrenovación celular: Consiste en ciclos de división que generan repetidamente al menos una célula hija 

equivalente a la célula madre con capacidad latente de diferenciación.  

Célula amplificadora/progenitor de tránsito: En general, el término se aplica a células que surgen de las células 

madre, proliferan y luego se diferencian. Inicialmente puede no estar comprometida y mantener su potencial de 

autorrenovación. 

Célula cancerosa de origen: Célula precancerosa que da lugar a una célula madre cancerosa. Puede ser una célula 

madre mutada o un progenitor comprometido que ha adquirido la capacidad de autorrenovación a través de la 

mutación. 

Célula estromal*: El término estromal se refiere a una población celular con propiedades secretoras, 

inmunomoduladoras y de anidamiento notables (Viswanathan et al., 2019). 

Célula iniciadora de cáncer: Término general que abarca tanto la célula cancerosa de origen como la célula madre 

cancerosa. 

Célula madre: Una célula que puede producir continuamente células hijas inalteradas y que también tiene la 

capacidad de producir células hijas que tienen propiedades diferentes y más restringidas. 

Célula madre cancerosa: Célula con capacidad de autorrenovación responsable de sustentar un cáncer y de producir 

descendencia diferenciada que forma la mayor parte del cáncer.  

Célula comprometida: Célula que participa en un programa que conduce a la diferenciación. Para una célula madre, 

esto significa salir del proceso de autorrenovación. 

Célula madre de tejido: Derivado de, o residente en, un tejido fetal o adulto, con potencia limitada a las células de 

ese tejido. Estas células mantienen el recambio y la reparación durante toda la vida en algunos tejidos. 

Células madre embrionarias: Líneas de células madre pluripotentes derivadas de embriones tempranos antes de la 

formación de las capas germinales del tejido. 

Célula madre in vitro: Autorrenovación ex vivo en células que no se comportan abiertamente como células madre in 

vivo. Ocurre debido a la liberación de señales de compromiso inductivo o por la creación de un estado de células 

madre sintéticas. 

Célula precursora / fundadora / ancestral: Términos generales para la célula sin capacidad de autorrenovación que 

contribuye a la formación de tejido.  
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Célula progenitora/progenitor celular*: Término genérico para un tipo de célula intermedia entre las células madre 

y las células diferenciadas. Muestran potencial para dar lugar a células especializadas y una capacidad reducida de 

autorrenovación (International Society for Stem Cell Research; ISSCR). 

Homeostasis de células madre: Permanencia de la reserva de células madre tisulares a lo largo de la vida.  

Medicina regenerativa: Reparación de tejido enfermo o lesionado por activación de células endógenas o por 

trasplante celular. 

Multipotente: Célula que puede formar múltiples linajes que constituyen un tejido o tejidos completos. Si la célula 

forma un solo linaje se denomina unipotente, mientras que si forma dos linajes recibe el nombre de bipotente.  

Nicho celular: Microambiente celular que proporciona el sostén y los estímulos necesarios para mantener la 

autorrenovación celular. 

Oligopotente: Célula capaz de formar dos o más linajes dentro de un tejido. Ejemplo: una célula madre neural que 

puede crear un subconjunto de neuronas en el cerebro. 

Plasticidad: Capacidad de las células madre tisulares para ampliar su potencial de diferenciación en respuesta a 

demandas fisiológicas o daños tisulares. 

Pluripotente: Célula capaz de formar todos los linajes de células del organismo, incluidas las células germinales, y 

algunos o incluso todos los tipos de células extraembrionarias. Ejemplo: células madre embrionarias.  

Regeneración a largo plazo: Renovación permanente del tejido mediante células trasplantadas.  

Reprogramación celular: Aumento del potencial de diferenciación de una célula. Ocurre de forma natural en 

organismos con capacidad de autorregeneración (desdiferenciación) y puede inducirse experimentalmente en células 

de mamíferos (células pluripotenciales inducidas: iPSCs).  

Terapia de reemplazo celular: Regeneración de tejido por la incorporación funcional de la progenie de células madre 

trasplantadas.  

Totipotente: Célula con potencial suficiente para formar todo el organismo. La totipotencia se observa en el cigoto y 

en las células del botón embrionario.  

Este glosario se ha incorporado al trabajo de tesis para facilitar la comprensión de algunos términos, que han sido 

recopilados del “Glosario sobre la biología de las células madre” elaborado por Nature (Smith, 2006). Los términos 

marcados como (*) no proceden del glosario de Nature.     
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1 DESCRIPCIÓN GENERAL DE LAS CÉLULAS MADRE 

MESENQUIMALES (MSCS) ADULTAS. 

1.1 INTERÉS DE LA OBTENCIÓN DE MSCS EN TERAPIA CELULAR. 

1.1.1 Beneficios de su aplicación clínica. 
 

En la actualidad, las células madre utilizadas en ensayos clínicos terapéuticos se pueden dividir 

en tres categorías generales: (a) células madre embrionarias (ESCs) derivadas de embriones tempranos; 

(b) células madre pluripotentes inducidas (iPSCs); y (c) células madre adultas, incluidas las células madre 

mesenquimales (MSCs) (Jiang et al., 2021). 

Las ESCs y las iPSCs inicialmente mostraron un futuro prometedor en terapia celular debido a que pueden 

diferenciarse en una gran variedad de tipos celulares. Sin embargo, las terapias basadas en células 

embrionarias y en iPSCs pueden conducir a un riesgo de formación de teratomas in vivo (Ben-David & 

Benvenisty, 2011; Knoepfler, 2009), relacionado probablemente con el mayor potencial pluripotente y de 

autorrenovación (Knoepfler, 2009); (Figura 1).  

 
Figura 1. Relación entre pluripotencia y tumorigenicidad. EC (células de carcinoma embrionario); hESC 
(células madre embrionarias humanas); IPSC (células madre pluripotentes inducidas). Imagen obtenida 
de Knoepfler (2009). 

Las MSCs han llegado a ser consideradas como una herramienta terapéutica única y accesible para la 

medicina regenerativa (Mistriotis & Andreadis, 2013; Petrenko et al., 2020) y, tanto su empleo, como el 

alcance de sus posibles aplicaciones, se encuentra en continuo crecimiento. En realidad, las MSCs han ido 

sustituyendo a las ESC y a las iPSCs en terapia celular (Soundararajan & Kannan, 2018) debido a sus 

capacidades de diferenciación sin la formación de teratomas in vivo (Jiang et al., 2002) y a la ausencia de 

problemas éticos que acompañan al uso de células madre embrionarias (Soundararajan & Kannan, 2018).  

El extenso espectro de patologías donde pueden aplicarse las MSCs, gracias a sus propiedades biológicas, 

incluye, entre otros, heridas, defectos óseos y cartilaginosos, enfermedad de injerto contra huésped 
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desarrollada tras un transplante por ejemplo de médula ósea o hepático, trastornos cardiovasculares, 

cáncer, lesión de la médula espinal, la enfermedad de Parkinson o los modelos animales de enfermedad 

de Alzheimer  (Chen et al., 2008; Nöth et al., 2008; Yang et al., 2009; Ito et al., 2010; Manuguerra-Gagné 

et al., 2013; Mistriotis & Andreadis, 2013; Sánchez-Guijo et al., 2014; Donnelly et al., 2018; Naji et al., 

2019; Petrenko et al., 2020; Jiang et al., 2021). 

La mayor parte de las MSCs empleadas en terapia celular son procedentes de médula ósea (45,07%), 

tejidos neonatales, que incluyen MSCs del cordón umbilical, sangre del cordón umbilical y Warton-Jelly 

MSCs (38,03%) y de tejido adiposo (9,86%). En contraste, solo un 7,04% de los ensayos utilizan MSCs de 

otras fuentes (Figura 2-B). La comparación de estas estimaciones con las analizadas por Naji et al. (2019), 

con datos de 2018, muestran un ligero aumento del ~5% en el empleo de MSCs de otras fuentes distintas 

a médula ósea, tejido adiposo y tejido neonatal.  

Se han llevado a cabo cientos de ensayos clínicos de terapia celular con MSCs de diversa procedencia en 

hospitales universitarios e instituciones biomédicas de todo el mundo. La mayoría de los estudios de este 

tipo se registran en la base de datos del “US National Institutes of Health” (NIH). La búsqueda de ensayos 

de terapia celular que implican las MSCs en la base datos del NIH (https://clinicaltrials.gov/), y el análisis 

de los datos obtenidos, revelan los posibles tratamientos de terapia celular a los que se han dirigido las 

MSCs (Figura 2-A), la fuente de procedencia del organismo de las mismas (Figura 2-B), la fase de 

investigación en la que se encuentran los ensayos clínicos (Figura 2-C) y los países o regiones donde están 

localizados los hospitales e instituciones biomédicas que participan en estos ensayos (Figura 2-D). En la 

actualidad, casi el 80% de los ensayos clínicos de terapia celular con MSCs están diseñados principalmente 

para el tratamiento en enfermedades degenerativas, autoinmunidad, traumatológicas e inflamación 

severa (Figura 2-B). El 5,6% de los ensayos localizados se corresponden con terapias de heridas diabéticas 

que emplean Warton-Jelly MSCs. 

Además de las aplicaciones ya mencionadas, en la actualidad, se están llevando a cabo estudios para 

evaluar la eficacia y seguridad de MSCs de cordón umbilical y médula ósea en el tratamiento de pacientes 

afectados por la enfermedad COVID-19 severa (https://clinicaltrials.gov/), por ejemplo, para atenuar la 

“tormenta de citoquinas” que provoca el virus SARS-CoV-2, o para tratar la neumonía. Uno de ellos ha 

completado la fase 2 en Wuhan (China) y en Estados Unidos se ha completado otro estudio en fase 1 para 

evaluar los efectos de una única inyección de MSCs en pacientes con infección por COVID-19. 

https://clinicaltrials.gov/
https://clinicaltrials.gov/
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Figura 2. Ensayos clínicos de terapia celular a nivel mundial (gráficos realizados a partir de las búsquedas en la 
base de datos de https://clinicaltrials.gov/; ClinicalTrials.gov; marzo de 2021). A) Proporción de MSCs en 
ensayos completados (estudios finalizados normalmente; los participantes ya no están siendo examinados ni 
tratados); BM (médula ósea); UC (cordón umbilical); AT (tejido adiposo); WJ (Wharton-Jelly); CB (sangre del UC). 
B) Condiciones médicas a las que se dirigen las MSC por proporción de ensayos. C) Fases de investigación. D) 
Proporción de ensayos según su localización. 

 

1.1.2 Estrategias de reemplazamiento celular. 

El objetivo de la terapia celular con MSCs es promover el reemplazo de células en órganos 

dañados más allá de su capacidad de autorreparación. Las células madre y los progenitores endógenos se 

encuentran entre las poblaciones celulares que participan en la reconstrucción del tejido dañado, en los 

procesos de migración, proliferación y diferenciación celular, liberan señales citoquinas y quimiocinas y, 

contribuyen a la remodelación de la matriz extracelular (Kessler et al., 2014).  

Pueden contemplarse al menos dos estrategias terapéuticas diferentes para el reemplazo celular: a) 

inyección directa o sistémica de MSCs, y b) inyección en el tejido u órgano diana de MSCs diferenciadas 

previamente in vitro. La administración de MSCs en el órgano dañado puede realizarse también dentro 

de scaffolds o hidrogeles (Petrenko et al., 2020). Además de estas estrategias, la ingeniería de tejidos 

utiliza células madre para la generación de tejidos ex vivo o in situ. Finalmente, las células madre también 

son excelentes candidatas como vehículos para la terapia génica celular (Kessler et al., 2014). 

https://clinicaltrials.gov/
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Se han planteado dos teorías sobre los mecanismos potenciales de reparación de las MSCs en medicina 

regenerativa: la “Teoría de la Diferenciación” y la “Teoría Paracrina” (apartado 1.1.3).  

La “Teoría de la Diferenciación” establece que las células madre inyectadas anidan siguiendo gradientes 

de citoquinas y quimiocinas liberadas por el órgano enfermo (Kessler et al., 2014), se diferencian 

directamente en células especializadas y reparan el tejido dañado agregando o reemplazando células 

maduras (Jiang et al., 2021). Estos resultados han sido demostrados en estudios de condrogénesis en 

modelos animales tras la inyección intraarticular de MSCs en ácido hialurónico, en comparación con el 

empleo de ácido hialurónico únicamente (A. Mokbel et al., 2011; A. N. Mokbel et al., 2011). Sin embargo, 

de Windt et al. (2017) observaron que las MSCs implantadas, aunque proporcionaron la estimulación 

inicial, posteriormente se eliminaron del tejido. Asimismo, otros estudios con MSCs in vitro han 

demostrado que es difícil lograr una diferenciación estable y eficaz (Pelttari et al., 2006; Mueller & Tuan, 

2008; Liu et al., 2018). Estos estudios sugieren que la función de las células madre en la reparación y 

regeneración de tejidos está mediada por componentes activos secretados por las células madre (“Teoría 

paracrina”), en lugar de por su diferenciación directa en células diana (Jiang et al., 2021).  

1.1.3 Efecto paracrino de los medios condicionados secretados por MSCs. 

Una alternativa al reemplazo celular es la administración de factores de crecimiento y fármacos 

apropiados para estimular las células madre endógenas y facilitar la reparación, aumentando la 

proliferación celular y/o dirigiéndolas a su diferenciación específica (Petrenko et al., 2020). En los últimos 

años, ha habido una creciente evidencia sobre los beneficios terapéuticos de los efectos paracrinos de las 

células madre (Jiang et al., 2021).  

Según la "Teoría Paracrina", las células madre inyectadas secretan varios derivados, incluidos factores de 

crecimiento, vesículas extracelulares (EV) y matriz extracelular (ECM) (Daneshmandi et al., 2020; L. et al., 

2019), que pueden ejercer efectos paracrinos sobre los tejidos dañados y modificar el comportamiento 

biológico de las células receptoras (células madre endógenas y células diferenciadas maduras), de forma 

que inducen el anidamiento de las células madre endógenas, promueven su proliferación, diferenciación, 

migración, polarización, metabolismo, apoptosis y ejercen una actividad inmunomoduladora, regulando 

el microambiente local para reparar y regenerar el tejido (Friedenstein et al., 1970; Friedenstein et al., 

1974; Pittenger et al., 1987; Pittinger et al, 1999; Caplan & Dennis, 2006; Prockop & Youn Oh, 2012; 

Manuguerra-Gagné et al., 2013; Bianco, 2014; Pawitan, 2014; Stoddart et al., 2015; Phinney & Pittenger, 

2017; Vizoso et al., 2017; Park et al., 2018; Li et al., 2019; Daneshmandi et al., 2020; Jiang et al., 2021). 

El proceso de regeneración completo de un tejido puede estar coordinado por múltiples mecanismos, y 

las células madre pueden tener diversos papeles en diferentes etapas del proceso de reparación real. El 

control preciso de los diferentes papeles de las células madre puede ser una forma eficaz de lograr el 

efecto de regeneración deseado (Jiang et al., 2021). 
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1.2 CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES. 

Las células madre mesenquimales (MSCs) son células que se originan en el mesodermo 

embrionario (Caplan, 1991; Bruder et al., 1994; Dennis & Charbord, 2002; Heneidi et al., 2013; Hu et al., 

2018; Naji et al., 2019), y poseen potencial de autorrenovación y diferenciación en células más 

especializadas. Asimismo, las MSCs han mostrado propiedades secretoras, de anidamiento e 

inmunomoduladoras (Kallmeyer & Pepper, 2015; Huang et al., 2017; Phinney & Pittenger, 2017; Vizoso et 

al., 2017; Park et al., 2018).  

1.2.1 Descubrimiento. 

Las células madre mesenquimales fueron aisladas por primera vez de la médula ósea de ratones y 

cobayas (Friedenstein et al., 1970). Estas células con capacidad para adherirse a la superficie sin 

revestimiento del frasco de cultivo durante su cultivo in vitro, y ser subcultivadas repetidamente 

(Friedenstein et al., 1970; Friedenstein et al., 1995), fueron denominadas originalmente como “Unidades 

Formadoras de Fibroblastos” (CFU-Fs), debido a su potencial para generar colonias de células similares a 

fibroblastos, en contraste con las células hematopoyéticas no-adherentes (CFU-Cs) (Friedenstein et al., 

1970; Castro-Malaspina et al., 1980; Jinnai et al., 1984).   

Inicialmente, se consideró que las CFU-Fs eran células madre o progenitores de células esqueléticas 

(Friedenstein et al., 1966; Friedenstein et al., 1968; Friedenstein et al., 1970; Dennis et al., 1992). Por otra 

parte, Friedenstein et al. (1974) demostraron que estas células eran responsables, no solo de generar 

hueso, sino también de transferir el microambiente típico del tejido hematopoyético cuando eran 

trasplantadas bajo la cápsula renal de cobayas. Como consecuencia, la denominación CFU-F evolucionó a 

otros términos como “células madre osteogénicas” o “células estromales de médula ósea”, ya que se 

consideró que era mejor su definición basada en las funciones celulares (Owen & Friedenstein et al., 1988; 

Beresford, 1989). Esta denominación basada en funciones celulares fue adoptada también en humanos 

(Castro-Malaspina et al., 1980; Dennis et al., 1992).  

1.2.2 Potencial de autorrenovación y diferenciación de las MSCs.  

Las MSCs poseen el potencial de las células madre para autorrenovarse y diferenciarse en células 

más especializadas (Caplan, 1991; Chen et al., 2015; Huang et al., 2017; Donnelly et al., 2018; Naji et al., 

2019). 

El proceso de autorrenovación permite mantener una reserva de MSCs a lo largo de la vida del organismo 

(Donnelly et al., 2018). Para llevar a cabo este proceso, las células madre realizan una división simétrica 

(Figura 3), a partir de la cual se originan dos células hijas idénticas a la célula madre original (Chen et al., 

2015). Ambas células surgen y permanecen en el nicho celular, y mantienen su potencial de célula madre 

(Huang et al., 2017). 
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El proceso de diferenciación permite obtener células hijas más especializadas. Para poder diferenciarse, 

las células madre se someten a una división asimétrica (Figura 3) y generan dos tipos de células hijas; una 

de ellas permanece como célula madre en el nicho celular, mientras que la otra célula hija abandona el 

nicho y pasará a un estado celular más comprometido (Chen et al., 2015; Huang et al., 2017). 

 
Figura 3. Divisiones simétrica y asimétrica a las que se someten las células madre. Imagen obtenida de Chen et al. 
(2015). 

El balance entre las divisones simétricas o asimétricas está controlado por el nicho ambiental (Chen et al., 

2015; Donnelly et al., 2018; Ehninger & Trumpp, 2011). 

1.2.1 Jerarquías proliferativas en los nichos de MSCs. 

Las MSCs se encuentran en estado quiescente o activo dentro de su compartimento mesenquimal 

(Figura 2). En respuesta a una demanda regenerativa o fisiológica, las células madre mesenquimales 

pueden abandonar el nicho y diferenciarse en progenitores celulares algo más comprometidos que, a su 

vez, se diferencian en células maduras.   

 
Figura 4. Modelo general que describe la organización jerárquica de las células madre específicas de tejido y 
progenitores celulares. Imagen obtenida de Visvader et al. (2016).  
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El equilibrio entre la autorrenovación y la diferenciación es fundamental para la homeostasis del tejido, 

la prevención de la transformación celular y el mantenimiento dea largo plazo de una reserva viable de 

MSCs durante toda la vida del organismo (Chen et al., 2015; Visvader et al., 2016; Huang et al., 2017).  

1.2.1.1 Quiescencia de las MSCs. 

La mayoría de las MSCs permanecen en estados reversibles de quiescencia, probablemente para 

proteger la integridad genómica de las células longevas (Visvader & Clevers, 2016). La activación de las 

células madre para entrar en el ciclo celular tiene lugar en respuesta a un daño tisular o a un estímulo 

fisiológico (Visvader & Clevers, 2016; Huang et al., 2017).  

1.2.1.2 MSCs activadas. 

Las MSCs activadas poseen la capacidad de especializarse en respuesta a una demanda 

regenerativa, dando lugar a células hijas progenitoras esenciales para el mantenimiento y reparación de 

tejidos, e incluso, estas MSCs activadas tienen a su vez la capacidad de revertir a estados quiescentes una 

vez completada la reparación del tejido o proceso fisiológico (Visvader et al., 2016; Donnelly et al., 2018).   

1.2.1.3 Progenitores multipotentes mesenquimales. 

Los progenitores pueden migrar del nicho celular atraídos por quimiocinas, y pueden secretar 

factores tróficos e inmunorreguladores en respuesta a una lesión tisular (Lv et al., 2014; Huang et al., 

2017; Donnelly et al., 2018; Jiang et al., 2021). Estas células que están algo más especializadas son 

activadas por factores específicos (Huang et al., 2017), y tienen la capacidad de diferenciarse en células 

maduras específicas de tejido (Donnelly et al., 2018) e, incluso, si aún mantienen su potencial de 

autorrenovación,  pueden desdiferenciarse a células madre (Visvader et al., 2016).  

1.2.1.4 MSCs amplificadoras de tránsito. 

Las MSCs amplificadoras de tránsito son poblaciones intermedias entre las células madre y los 

progenitores que pueden coexistir en el nicho mesenquimal para conferir un grado más alto de 

flexibilidad. Se ha sugerido que no existe un diseño único de jerarquía para las células madre de tejido 

adulto, y que diferentes tejidos emplean estrategias distintas para satisfacer sus requisitos de 

autorrenovación y reparación (Visvader et al., 2016). 

En la Figura 4 se representa un modelo general de organización jerárquica de las células madre específicas 

de tejido y progenitores celulares.  
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1.3 TIPOS DE CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES EN EL INDIVIDUO ADULTO. 

1.3.1 Células madre mesenquimales pluripotentes: Células Muse.  

Entre las MSCs adultas existe una pequeña población (~1%) con potencial pluripotente (Kuroda et 

al., 2010) denominada células Muse o Muse-MSCs (del inglés multilineage differentiating stress enduring). 

Estas células madre pluripotentes adultas son similares a las células madre pluripotenciales embrionarias 

y tienen la capacidad de generar células con las características de las tres capas germinales a partir de una 

sola célula (Kuroda et al., 2010; Heneidi et al., 2013), por lo que se amplía su potencial aplicación en 

terapia celular.  

Las células Muse fueron descubiertas por Kuroda et al. (2010) entre la población MSC de médula ósea y 

entre la población defibroblastos dérmicos humanos y, posteriormente, se descubrieron en tejido adiposo 

(Heneidi et al., 2013). Las células Muse comprenden solo una pequeña población de MSCs; se ha 

establecido que su porcentaje en hBM-MSCs es 0,8 – 1% y en fibroblastos el 2 – 3% (Kuroda et al., 2010). 

Estas células pluripotentes se encuentran en un estado latente o inactivo, dentro del nicho celular, en 

circunstancias fisiológicas normales (Kuroda et al., 2010).  

Estas células fueron denominadas Muse debido a que expresaban marcadores de pluripotencia y 

soportaban condiciones de estrés. Los análisis de expresión génica demostraron que las células Muse 

tienen un origen mesenquimal (Heneidi et al., 2013). Las poblaciones Muse obtenidas a partir de MSCs o 

fibroblastos son doblemente positivas para los marcadores SSEA-3 y el marcador mesenquimal CD105 

(Kuroda et al., 2010; Wakao et al., 2011), siendo el antígeno SSEA-3 el marcador definitivo y de rutina para 

aislar las células Muse (Kuroda et al., 2010; Wakao et al., 2011; Ogura et al., 2014). (Wakao et al., 2011) 

Kuroda et al., 2010; Wakao et al., 2011; Ogura et al., 2014 

Las células Muse muestran capacidad para a) autorrenovarse y expresar marcadores celulares 

pluripotentes (NANOG, OCT3/4, SOX2, PAR-4, SSEA-3) (Kuroda et al., 2010; Heneidi et al., 2013; Kuroda et 

al., 2013); b) crecer en suspensión formando esferas o como células adherentes formando agregados 

similares a cuerpos embrioides derivados de células madre embrionarias humanas (Kuroda et al., 2010; 

Heneidi et al., 2013); c) no producir teratomas en modelos animales in vivo, a  diferencia de las células 

madre embrionarias y las células madre pluripotentes inducidas (iPSCs), ya que la actividad de 

proliferación de las células Muse no es muy alta (Kuroda et al., 2010; Heneidi et al., 2013) y presentan una 

actividad más baja de la telomerasa, un indicador de la actividad tumorigénica, en contraste con células 

madre embrionarias e iPSCs (Ogura et al., 2014); e) diferenciarse espontáneamente en células 

endodérmicas (hepatocitos y células biliares), mesodérmicas (adipocitos, condrocitos y osteocitos) y 

ectodérmicas (células neurales), tanto in vitro como in vivo (Kuroda et al., 2010; Heneidi et al., 2013). 

Debido a estas características, las células Muse pueden ser inducidas a diferenciación a cualquiera de las 

tres capas germinales, sin introducir genes exógenos (Kuroda et al., 2010) y con una alta eficiencia (Wakao 

et al., 2011; Ogura et al., 2014). Gracias a este potencial pluripotente que presentan, se han derivado de 
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ellas, además de las células somáticas anteriormente descritas, células endoteliales, queratinocitos y 

melanocitos (Wakao et al., 2011; Ogura et al., 2014; Wakao et al., 2018).   

1.3.2 Células madre mesenquimales multipotentes. 

Las MSCs son verdaderas células madre multipotentes, y no una suma de progenitores 

unipotentes (Bajpai et al., 2012; Mistriotis & Andreadis, 2013). Las MSCs exhiben una alta capacidad de 

autorrenovación y especialización, Las MSCs en cultivo mantienen el potencial multipotente y, bajo 

determinadas condiciones de inducción, tienen la capacidad de diferenciarse a los tres linajes 

mesodérmicos: osteogénico, condrogénico y adipogénico (Tabla 1), así como a otros linajes (Figura 5), 

tales como fibroblastos, miofibroblastos y células del músculo liso (Dennis & Charbord, 2002; Bianco, 

2014; Caplan, 2017; Diaz-Flores et al., 2012).  

Tabla 1. Factores de inducción empleados habitualmente para la diferenciación de MSCs a los diferentes linajes 
mesodérmicos. 

 Factores de inducción a linajes mesodérmicos 

Diferenciación adipogénica 
Dexametasona 0,1 μM; isobutil-metilxantina (IBMX) 0,5 mM; Insulina 10 µg/ml; 

Indometacina 0,1 mM 

Diferenciación osteogénica Glicerol-2-fosfato 10 mM; dexametasona 0,1 μM; ácido ascórbico 0,2 mM  

Diferenciación condrogénica 
Factor de crecimiento TGF-β1 10 ng/ml; ITS (insulin, transferrin, sodium selenite) 

1%; dexametasona 0,1 μM; ácido ascórbic 50 μM 

 

 
Figura 5. Modelo estocástico para MSCs de represión / inducción. La expresión de un “Gene Set” dentro de un 
núcleo indica el potencial para expresar ese fenotipo (estromal, condrogénico, adipogénico y osteogénico); 
mientras que los colores del citoplasma reflejan la expresión fenotípica de los diferentes linajes indicados en el 
“Gene Set”. Un citoplasma multicoloreado indica un fenotipo intermedio. MSC (mesenchymal stem cell); “external 
factors” (factores que inducen la diferenciación; no indicados en la Figura). Imagen obtenida de Dennis & Charbord, 
(2002).  
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1.4 LOCALIZACIÓN DE LAS MSCS EN EL ORGANISMO ADULTO. 

1.4.1 Nichos celulares. 

Las MSCs se localizan en microambientes especializados denominados “nichos de células madre” 

(Visvader et al., 2016; Donnelly et al., 2018). Estos nichos celulares almacenan y mantienen las células 

madre y, a su vez, median en la respuesta equilibrada de las células madre a las necesidades de la 

homeostasis de los tejidos de los organismos (Lv et al., 2014; Donnelly et al., 2018), ya que proporcionan 

señales estructurales y funcionales que las células madre integran con redes de regulación intrínsecas 

para satisfacer las demandas fisiológicas de renovación celular (Donnelly et al., 2018).  

Aunque la médula ósea es la fuente de MSCs más ampliamente conocida en adultos, se han identificado 

otros tejidos humanos adultos donde se encuentran células multipotentes, entre ellos tejido adiposo 

(Gimble et al., 2007; Eirin et al., 2012), pulpa dental (G. T. J. Huang et al., 2009) y ligamento periodontal 

(J. C. Park et al., 2011), membrana y el fluido sinoviales (Hermida-Gómez et al., 2011; Jones et al., 2004), 

sangre periférica (Tondreau et al., 2005), endometrio (Schwab et al., 2008), páncreas (Gallo et al., 2007; 

Seeberger et al., 2006) y folículo piloso (Hoogduijn et al., 2006; Liu et al., 2010; Pasolli et al., 2011; Bajpai 

et al., 2012; Zhang et al., 2013; Berebichez-Fridman & Montero-Olvera, 2018; Wang et al., 2020).  

Además, las MSCs fuera de su nicho celular han llegado a aislarse de sangre menstrual (Patel et al., 2008) 

y orina (Zhang et al., 2008; Vado et al., 2021).  

Además, existen  MSCs  en tejidos neonatales (Igura et al., 2004; Hass et al., 2011; Naji et al., 2019), entre 

ellos, placenta (Fukuchi et al., 2004; Miao et al., 2006) ycordón umbilical (Baksh et al., 2007) y sangre del 

cordón umbilical ( Erices et al., 2000; Mareschi et al., 2001; Martin-Rendon et al., 2008; Sarugaser et al., 

2005; Tondreau et al., 2005) cuya utilidad en enfermedades hematológicas es bien conocida y ha dado 

lugar a la creación de biobancos de este tejido.  

2 CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES DEL FOLÍCULO PILOSO 

HUMANO DE LA REGIÓN OCCIPITAL DEL CUERO CABELLUDO. 

2.1 INTERÉS DE LA OBTENCIÓN DE MSCS DEL FOLÍCULO PILOSO HUMANO (HHF-

MSCS). 

Se ha demostrado que los folículos pilosos influyen en la cicatrización de heridas, angiogénesis y 

neurogénesis, ya que albergan distintas poblaciones de células madre adultas y progenitores celulares 

(Biernaskie et al., 2009; Kiani et al., 2018; Mistriotis & Andreadis, 2013; Rippa et al., 2019).  
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El principal interés de emplear HF-MSCs en terapia celular radica en que el folículo piloso es una fuente 

fácilmente accesible de MSCs (Bajpai et al., 2012; Mistriotis & Andreadis, 2013) y con aplicaciones clínicas 

potenciales de amplio alcance.  

La aplicación más común de las células de las hHF-MSCs es la bioingeniería para restaurar la pérdida de 

cabello debida a alopecia, que puede ser androgenética, ocasionada por una respuesta autoinmune o por 

un traumatismo severo. Si bien el transplante de la unidad completa de folículo piloso es el método 

estándar para la restauración capilar, diversos estudios han puesto de evidencia que se puede estimular 

la regeneración del folículo piloso, e incluso inducir el desarrollo de nuevos folículos, mediante la 

implantación de células madre mesenquimales del folículo piloso (Jahoda et al., 1984; Lichti et al., 1993; 

McElwee et al., 2003; Yang & Cotsarelis, 2010; Mistriotis & Andreadis, 2013; Rendl et al., 2005). Esto tiene 

especial aplicación en alopecia severa, donde el número de folículos pilosos disponible no es suficiente 

para la restauración capilar, por lo que las células madre del folículo piloso podrían emplearse tras ser 

expandidas in vitro hasta alcanzar un número suficiente de células para la restauración de la zona dañada 

(https://clinicaltrials.gov/). A pesar de que cientos de estudios clínicos tratan esta alteración, la mayoría 

se centran en ensayos farmacológicos y solo el 16% emplean células madre. La procedencia de MSCs para 

el tratamiento de alopecia es en su mayoría de fuentes tales como tejido adiposo, sangre del cordón 

umbilical, epidermales y dérmicas, siendo el 0,3% del folículo piloso (https://clinicaltrials.gov/).  

Además de la capacidad de regeneración de folículos pilosos, el potencial de las hHF-MSCs es alta, y por 

ello, presenta otras aplicaciones potenciales: a) regeneración vascular mediante injertos, gracias a su 

potencial de diferenciación miogénico; b) regeneración de tejidos óseo, cartilaginoso y adiposo; y c) 

regeneración de la piel (Mistriotis & Andreadis, 2013; Rippa et al., 2019).  

Aunque en el organismo adulto se pueden localizar gran variedad de nichos de MSCs (apartado 1.4.1), 

existen diferencias in vitro en cuanto a capacidad de proliferación, inmunofenotipo, propiedades 

inmunomoduladoras, expresión génica y contenido del secretoma (Petrenko et al., 2020). No obstante, 

se han detectado factores neurotróficos/neuroprotectores en todos los secretomas de MSCs, 

independientemente de su fuente de procedencia en el organismo (Petrenko et al, 2020), lo que amplía 

el alcance terapéutico de las hHF-MSCs, ya que parecen tener un alto potencial neurorregenerativo.  

Las hHF-MSCs han demostrado diversos beneficios en terapia celular frente al empleo de MSCs de otras 

fuentes de procedencia. Por un lado, las células madre mesenquimales, en concreto las localizadas en  la 

papila dérmica, aunque intervienen en la cicatrización de heridas de una forma similar a los fibroblastos, 

demuestran un potencial anti-fibrótico gracias a la expresión de la familia de proteínas BMP, que reduce 

el riesgo de procesos fibróticos asociados con la cicatrización. Por otro lado, en terapia celular de heridas 

diabéticas, estas células madre mesenquimales evitan el efecto negativo del entorno diabético, en 

contraste con las MSCs de médula ósea y tejido adiposo. Asimismo, el uso de medio condicionado 

secretado por otra población mesenquimal localizada en la vaina dérmica en el tratamiento de heridas 

https://clinicaltrials.gov/
https://clinicaltrials.gov/
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diabéticas también contribuye a la formación de una capa de epidermis más desarrollada, en comparación 

con el efecto que ejercen las MSCs de la médula ósea (Rippa et al., 2019).  

2.2 TIPOS DE CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES DEL FOLÍCULO PILOSO DE LA REGIÓN 

OCCIPITAL. 

El folículo piloso es un mini-órgano que se forma al inicio del desarrollo embrionario como 

resultado de interacciones ecto-mesodérmicas entre células epidérmicas y mesenquimales (Liu et al., 

2010; Wang et al., 2020).  

En la Figura 6-A se representa una unidad folicular, que puede estar formada por uno o más folículos 

pilosos. Alrededor de una unidad folicular se encuentra, rodeando al folículo, una vaina de fibrocolágeno 

(Anastassakis, 2022).  

En la Figura 6-B se representan las estructuras generales que componen el folículo piloso.  

El folículo piloso consta de un compartimento epitelial y un compartimento mesenquimal (Rippa et al., 

2019; Sun et al., 2020), cuya interacción juega un papel primordial en la morfogénesis y el crecimiento del 

mismo (Cotsarelis, 2006; Millar, 2002; Rendl et al., 2005; Yang & Cotsarelis, 2010), interviniendo en el 

tamaño del bulbo capilar, longitud y diámetro del tallo del cabello y la duración de la fase anágena del 

ciclo de crecimiento del pelo (Schneider et al., 2009). En la Figura 6-C se representan los dos 

compartimentos del folículo piloso.  

El compartimento epitelial está formado por el bulge, la matriz, la vaina radicular interna, la vaina 

radicular externa y el tallo del bulbo (Schneider et al., 2009; Morgan, 2014; Kiani et al., 2018; Wang et al., 

2020). El bulbo piloso es parte terminal del folículo piloso y se localiza en el tejido adiposo subcutáneo 

(Messenger et al., 2010). 

El compartimento mesenquimal está formado por la papila dérmica (cavidad central del bulbo piloso 

situada en la base del folículo), la vaina dérmica y la región peribulbar (Figura 6-D). En la Figura se 

representa a su vez la matriz, que forma parte del compartimento epitelial y recubren la papila dérmica. 

Las células de la matriz se multiplican para formar la raíz del pelo.  
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Figura 6. Folículo piloso humano. A) Unidad folicular con varios folículos pilosos y la vaina de fibrocolágeno que 
rodea la unidad folicular. Imagen obtenida de Anastassakis, (2022); B) Estructura general del folículo piloso. Imagen 
obtenida de Mistriotis & Andreadis (2013); C) Compartimento epitelial (verde) y mesenquimal (rojo) del folículo 
piloso. Imagen modificada de Rompolas & Greco (2014); D) Compartimento mesenquimal teñido con 
hematoxilina-eosina: formado por la papila dérmica, la vaina dérmica y la zona peribulbar; la matriz forma parte 
del compartimento epitelial. Imagen obtenida de Millar (2002). DP (papila dérmica); DS (vaina dérmica); ORS (vaina 
radicular externa); IRS (vaina radicular interna); SG (glándula sebácea). 

 

2.2.1 Células del compartimento mesenquimal del folículo piloso. 

 Las células del compartimento mesenquimal del folículo piloso se conocen como células madre 

mesenquimales (hHF-MSCs). Esta población está representada por las células madre de la zona peribulbar 

(conocidas como células madre dérmicas), las células de la papila dérmica y las de la vaina dérmica del 

folículo piloso (Jahoda & Reynolds, 2001; Jahoda et al., 2003; Hoogduijn et al., 2006; Liu et al., 2010; Pasolli 

et al., 2011; Bajpai et al., 2012; Zhang et al., 2013; Rahmani et al., 2014; Agabalyan et al., 2017; Berebichez-

Fridman & Montero-Olvera, 2018; B. Wang et al., 2020).   

Las células madre mesenquimales del folículo piloso pueden estimular la regeneración del folículo piloso, 

e incluso inducir el desarrollo de nuevos folículos, mediante la implantación de células de la papila dérmica 
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y de la zona peribulbar de la vaina dérmica (Jahoda et al., 1984; Lichti et al., 1993; McElwee et al., 2003; 

Rendl et al., 2005; Yang & Cotsarelis, 2010; Mistriotis & Andreadis, 2013). 

El folículo piloso se forma al inicio del desarrollo embrionario. Estudios en ratón han evidenciado que las 

células madre mesenquimales del folículo piloso tienen su origen en un precursor mesenquimal común 

del que se origina un progenitor embrionario de fibroblastos que origina, durante el desarrollo 

embrionario, las células madre dérmicas, las células de la papila dérmica y las células de la vaina dérmica, 

así como los fibroblastos de la dermis (Driskell et al., 2013; Driskell & Watt, 2015; Agabalyan et al., 2017; 

Rippa et al., 2019).  

No obstante, tras el nacimiento del individuo, las células madre repueblan el compartimento 

mesenquimal durante la fase anágena del crecimiento del cabello (fase de crecimiento del cabello), tal y 

como se describe a continuación.  

2.2.1.1 Células madre dérmicas. 

 Las células madre dérmicas son células madre bipotentes que tienen un origen embrionario y 

constituyen un reservorio de las células de la papila dérmica y de la vaina dérmica (McElwee et al., 2003; 

Tobin et al., 2003; Rahmani et al., 2014; Agabalyan et al., 2017) y contribuyen además a la reposición de 

las células de la vaina dérmica (McElwee et al., 2003; Rahmani et al., 2014; Agabalyan et al., 2017). En la 

Figura 7 puede observarse cómo, en la fase anágena del crecimiento del pelo, las células madre dérmicas 

(hfDSCs) repueblan la papila dérmica y la vaina dérmica. 

 

Figura 7. hHF-MSCs del compartimento mesenquimal de un folículo piloso de ratón en fase anágena: hfDSC (células 
madre de la región peribulbar; DSCs); DP (células de la papila dérmica en azul; células de la papila dérmica 
originadas por las células DSCs se representan en verde junto a las azules); DS (células de la vaina dérmica 
originadas por las células DSCs). Imagen obtenida de Rahmani et al. (2014) (10.1016/j.devcel.2014.10.022). 

Como puede observarse en la Figura 7, estas células madre se localizan en la región peribulbar del folículo 

piloso. No obstante, debido a que la vaina dérmica del folículo piloso humano contiene varias capas, a 



29 
 

diferencia de la vaina dérmica de ratón, también se sugiere la existencia de estas células madre dérmicas 

humanas en la vaina dérmica (Agabalyan et al., 2017). 

El potencial clínico de Las células madre dérmicas reside en su capacidad para ser expandidas in vitro 

manteniendo su potencial para generar subtipos celulares mesenquimales y dérmicos (Agabalyan et al., 

2017).  

2.2.1.2 Células de la papila dérmica. 

Las células de la papila dérmica también se originan durante el desarrollo embrionario, al igual que 

las células madre dérmicas y, dependiendo de la ubicación del folículo piloso en el organismo, pueden 

tener su origen en la cresta neural, el mesodermo de la placa lateral o el dermomiotomo (Cappellesso-

Fleury et al., 2010; Driskell et al., 2011; Sriram et al., 2015). Los folículos pilosos humanos de la región 

occipital del cuero cabelludo tienen un origen en el mesodermo (Agabalyan et al., 2017; Dupin & Sommer, 

2012; Ge et al., 2016; Takashima et al., 2007). 

Tras el nacimiento, la papila dérmica se mantiene intacta durante las diferentes fases del ciclo del cabello 

(Driskell et al., 2011). Sin embargo, en la fase anágena, el número de células en la papila dérmica aumenta 

gracias a la reposición por parte de las células madre dérmicas de la región peribulbar (Agabalyan et al., 

2017; Colin A.B. Jahoda et al., 2003; McElwee et al., 2003; Rahmani et al., 2014) Tobin et al., 2003; 

Rompolas & Greco, 2014; En la Figura 7 estas nuevas células de la papila dérmica se representan de color 

verde dentro de la papila dérmica, mientras que las células de la papila dérmica originadas durante el 

desarrollo embrionario se representan de color azul.  

Agabalyan et al. (2017) sugirieron que las células de la papila dérmica originadas durante el desarrollo 

embrionario y las originadas por las células madre dérmicas de la región peribulbar son equivalentes. 

Las células de la papila dérmica permanecen en estado quiescente y se activan en respuesta a un daño 

tisular (Agabalyan et al., 2017; Colin A.B. Jahoda & Reynolds, 2001). Sin embargo, exhiben un potencial de 

autorrenovación limitado con el aumento en la edad del individuo, debido a un aumento de la senescencia 

celular (Agabalyan et al., 2017). Las células de la papila dérmica también se conocen como precursores 

celulares de la piel (SKPs).  

Aunque los SKPs tengan un origen mesodérmico, son similares funcionalmente a los SKPs derivados de la 

cresta neural cuando se cultivan in vitro (Jinno et al., 2010; Dupin et al., 2012) y muestran potencial de 

diferenciación neuronal (Agabalyan et al., 2017; Jinno et al., 2010).  
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2.2.1.3 Células de la vaina dérmica. 

 Al igual que las células de la papila dérmica, las células de la vaina dérmica de folículos pilosos 

de la región occipital del cuero cabelludo proceden del mesodermo y se forman durante el desarrollo 

embrionario ( Sadler, 2012; Driskell et al., 2013; Noden & Trainor, 2005; Vapniarsky et al., 2015).  

Tras el nacimiento, y durante la fase anágena del crecimiento del pelo, las células madre dérmicas originan 

nuevas células de la vaina dérmica (McElwee et al., 2003; Rahmani et al., 2014; Agabalyan et al., 2017), 

tal y como se ha mencionado anteriormente. 

En la Figura 7 se representan las células de la vaina dérmica y su reposición a partir de las células madre 

DSCs de la región peribulbar del folículo piloso. 

Asimismo, se ha descrito la presencia de células mesenquimales más comprometidas en la capa 

intermedia de fibras de colágeno de la vaina dérmica del folículo piloso (Ge et al., 2016; M. Ito & Sato, 

1990). 

2.2.2 Otros tipos celulares del folículo piloso y tejido circundante que pueden 

proliferar en cultivo. 

 

El folículo piloso está formado por un compartimento mesenquimal, tal y como se ha puntualizado 

anteriormente, y un compartimento epitelial (Figura 7-C). En dicho compartimento se localiza un nicho 

de células madre ectomesenquimales llamado bulge.  

2.2.2.1 Células madre/progenitores del compartimento epitelial del folículo piloso. 

2.2.2.1.1 Células madre derivadas de la piel con origen en la cresta neural (SDSCs). 

Diversos estudios independientes han aislado, a partir del bulge, de la dermis interfolicular y del 

tejido adiposo, una población de células madre heterogénea y multipotente que se deriva de la cresta 

neural y que posee la capacidad de proliferar en cultivos en suspensión formando esferas de agregados 

celulares o neuroesferas (Budel & Djabali, 2017; Ge et al., 2016; Jinno et al., 2010; Soma et al., 2013; B. 

Wang et al., 2020; C. E. Wong et al., 2006). A estas células generadas in vitro se les ha denominado células 

madre derivadas de la piel (SDSCs)  (Ge et al., 2016). 

Las células madre del bulge han sido denominadas SDSCs, del inglés skin derived stem cells.  

En folículos pilosos de la región occipital del cuero cabelludo, las SDSCs solo están presentes en el bulge 

(Agabalyan et al., 2017). Sin embargo, en folículos pilosos con origen embrionario en la cresta neural, que 

no están ubicados en la región occipital, contienen al menos tres tipos de SDSCs (Ge et al., 2016): a) células 

madre derivadas de la cresta neural epidérmicas (Epi-NCSCs), generadas in vitro a partir de las células del 

bulge (Ge et al., 2016; Sieber-Blum et al., 2004; B. Wang et al., 2020) y vaina de la raíz externa desde el 
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bulge hasta la matriz en la base del folículo piloso (Sieber-Blum et al., 2004; Jinno et al., 2010); b) células 

madre derivadas de la cresta neural (NCSCs), procedentes de células de la vaina dérmica (Biernaskie et 

al., 2009; Ge et al., 2016); y c) precursores celulares de la piel (SKPs), también denominadas NCSCs y 

obtenidas a partir de células de la papila dérmica (Biernaskie et al., 2009; Fernandes et al., 2004; Ge et al., 

2016). ).  

En la Figura 8 se representa la localización de las SDSCs en el folículo piloso. 

 
Figura 8. Localización de las células madre derivadas de la piel (Epi-NCSCs o SDSCs) en el folículo piloso humano 
con origen mesodérmico.  

.   

La existencia de hSDSCs en el bulge fue descubierta por Sieber-Blum et al. (2004), quienes denominaron 

originalmente a estas células como células madre epidérmicas derivadas de la cresta neural (Epi-NCSCs). 

Simultáneamente, Fernandes et al. (2004) identificaron en la papila dérmica este mismo tipo celular al 

que denominaron precursores derivados de la piel (SKPs) y demostraron su origen de cresta neural. 

Posteriormente se demostró que las SDSCs contribuyen al mantenimiento dérmico, curación de heridas y 

morfogénesis del folículo piloso (Biernaskie et al., 2009; Oshima et al., 2001; Taylor et al., 2000). Asimismo, 

las SDSCs de la papila y vaina dérmicas orquestan la regeneración y reparación de tejidos dérmicos tras 

una lesión o enfermedad (V. W. Wong et al., 2012). 

La subdivisión de las SDSCs en tres tipos celulares se realizó, entre otras características, en base a la 

expresión génica de diversos marcadores (Ge et al., 2016). Las SDSCs, además de expresar los marcadores 

de superficie mesenquimales CD73, CD90 y CD105, expresan marcadores de la cresta neural SOX10, P75 

(CD271), NESTIN, SOX2 y CD349 (Biernaskie et al., 2009; Driskell et al., 2011; Ge et al., 2016; R. G. Vasyliev 

et al., 2017). 

Las células SOX2+ permanecen principalmente en la papila dérmica del folículo piloso y son, 

probablemente, progenitores mesenquimales embrionarios multipotentes que persisten en el adulto 

(Biernaskie et al., 2009; Driskell et al., 2011; Ge et al., 2016), considerándose células madre embrionarias 

transitorias (Biernaskie et al., 2009; Ge et al., 2016), debido a la expresión de este marcador de 
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pluripotencia. Estas poblaciones celulares SOX2+ pueden ser el origen de los SKPs obtenidos in vitro 

(Fernandes et al., 2004; Rendl et al., 2005; Driskell et al., 2013), ya que se ha evidenciado que cuando 

ambas poblaciones son transplantadas inducen la morfogénesis y el anidamiento (Ge et al., 2016). 

En cuanto a los tejidos circundantes al folículo piloso, se ha demostrado también la presencia de hSDSCs 

en la dermis interfolicular (Hu et al., 2018; Jinno et al., 2010; Toma et al., 2001, 2005; R. G. Vasyliev et al., 

2017; C. E. Wong et al., 2006) y en el tejido adiposo (Sowa et al., 2013), compartiendo nicho con las MSCs 

del tejido adiposo (Sowa et al., 2013).  

2.2.2.1.2 Células madre melanocíticas (MelSCs). 

Las células madre melanocíticas se localizan en la porción inferior del bulge (Delfino-Machín et al., 

2007; Chou et al., 2013; Zhou et al., 2019; Wang et al., 2020) y expresan el marcador de superficie CD34 ( 

Ge et al., 2016; Ali et al., 2018;). Cuando estas células se activan con el ciclo de regeneración capilar para 

formar melanocitos, se diferencian en primer lugar en células melanocíticas transitorias y muestran 

expresión de CD117/cKIT (Mull et al., 2015; Nishimura et al., 2002). Estas células transitorias, junto con 

los melanocitos, se han encontrado en la matriz capilar (Nishimura et al., 2002; Mull et al., 2015). 

Asimismo, se han descubierto melanocitos en el compartimento epitelial por encima de la papila dérmica 

(Rendl et al., 2005). Las células madre melanocíticas son amelanóticas y forman colonias celulares con 

una forma esférica en el cultivo primario, aunque la morfología predominante muestra células fusiformes 

pero, en contraste con las MSCs, presenta múltiples protuberancias cuando alcanza el pase 4 (Zhou et al., 

2019). Sería beneficioso aislar este tipo de célula madre para estudiar más a fondo su función en los 

trastornos pigmentarios. Sin embargo, debido a la falta de marcadores de superficie molecular 

específicos, esto aún no se ha logrado su aislamiento con éxito de los folículos del cabello humano (Zhou 

et al., 2019).  

2.2.2.1.3 Células madre epiteliales no derivadas de la cresta neural (EpSCs) y telocitos. 

Los telocitos y las células madre epiteliales no derivadas de la cresta neural (EpSCs) tienen la 

capacidad de proliferar en el medio de cultivo de las hHF-MSCs. No obstante, estos tipos celulares 

muestran algunas diferencias con las hHF-MSCs.  

Los telocitos están presentes en el bulge del folículo piloso (Ceafalan et al., 2012; Manole & Simionescu, 

2016) y en la dermis alrededor del folículo piloso y de los vasos sanguíneos (Ceafalan et al., 2012; Haydont 

et al., 2020; Rusu et al., 2012). Los telocitos demuestran adherencia a la superficie del frasco de cultivo y 

proliferan bajo los medios de cultivo habituales para MSCs (Y. Kang et al., 2015; Zheng et al., 2013). Sin 

embargo, presentan una morfología fibroblástica atípica, caracterizada por unas prolongaciones celulares 

largas y delgadas denominadas telópodos (Rusu et al., 2012).  

El análisis del transcriptoma ha demostrado que los telocitos, los fibroblastos y las MSCs son poblaciones 

diferentes (Zheng et al., 2013). Asimismo, se ha evidenciado que los telocitos no expresan el marcador 
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mesenquimal CD90 (Ceafalan et al., 2012; Sanches et al., 2020) y que pueden dividirse en dos 

subpoblaciones: CD117+ y CD34+ (Ceafalan et al., 2012). La población CD34+ puede contener a su vez 

telocitos CD117+ (Sanches et al., 2020). Los telocitos sirven como dispositivos de conexión entre células 

para la transmisión de señales (Haydont et al., 2020). Se ha sugerido, tras el análisis de su transcriptoma, 

que los telocitos tienen funciones biológicas específicas en el desarrollo y la morfogénesis tisular, el 

transporte de compuestos biológicos, la remodelación de la matriz extracelular y desempeñan un papel 

fundamental en la angiogénesis (Zheng et al., 2013). Del mismo modo, el análisis del agrupamiento 

jerárquico de los genes expresados diferencialmente entre telocitos, MSCs y fibroblastos, sugiere que los 

telocitos son predecesores de los fibroblastos y las MSCs (Zheng et al., 2013).    

Las células madre epiteliales no derivadas de la cresta neural (EpSCs) son células progenitoras de 

queratinocitos (Delfino-Machín et al., 2007; Raghuram et al., 2020; Xiong et al., 2016) que se localizan en 

el bulge del folículo piloso (Raghuram et al., 2020; Rendl et al., 2005; B. Wang et al., 2020) y expresan el 

antígeno de superficie CD34 (Mitrofanova et al., 2020; Rendl et al., 2005; Sanches et al., 2020; Tumbar et 

al., 2004; Wakao et al., 2011, 2018; Waters et al., 2007). Al poseer la capacidad de proliferar con los 

medios de cultivo habituales para MSCs (Ponce et al., 2017; Xiong et al., 2016), la población aislada a partir 

de explantes de folículo piloso, también podría contener estos progenitores epiteliales y sus 

queratinocitos derivados; sin embargo, su morfología es poligonal (Carriel et al., 2011; Ponce et al., 2017) 

y no muestran expresión de los marcadores de superficie mesenquimales CD73 y CD90 (Xiong et al., 2016). 

2.2.2.1 Fibroblastos dérmicos del tejido circundante al folículo piloso. 

Los fibroblastos son células más abundantes de la dermis (Rippa et al., 2019) y juegan un papel 

fundamental en el mantenimiento de la forma y función de la piel. Su pérdida o deterioro funcional se 

debe principalmente al envejecimiento o a lesión (Mao et al., 2015).  

Esta población celular puede proliferar en cultivo junto a las MSCs del folículo piloso. En la Figura 9 se 

representa la localización de los distintos tipos de fibroblastos dérmicos: a) fibroblastos Fp de la dermis 

papilar, b) fibroblastos Fr, localizados en la dermis reticular, y c) fibroblastos F-DHJ situados en la unión 

dermo-hipodermal (Harper & Grove, 1979; Haydont et al., 2020; Rippa et al., 2019; Sriram et al., 2015). 
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Figura 9. Modelo esquemático de la localización de los fibroblastos dérmicos en el tejido circundante al folículo 
piloso. La dermis humana contiene las subpoblaciones de fibroblastos: Fp (fibroblastos papilares), Fr (fibroblastos 
reticulares) y F-HDJ (fibroblastos de la unión dermo-hipodermal). 

 

Las MSCs del folículo piloso y los fibroblastos no pueden distinguirse según los criterios propuestos por la 

International Society for Cell & Gene Therapy (ISCT) (Dominici et al., 2006), ya que: a) son capaces de 

adherirse a la superficie sin revestimiento del frasco de cultivo y proliferar en un medio de cultivo propio 

de MSCs (Kang et al., 2011; Denu et al., 2016; Budel & Djabali, 2017); b) expresan un inmunofenotipo 

típicamente mesenquimal (Blasi et al., 2011; Lorenz et al., 2008; Denu et al., 2016); c) muestran potencial 

de diferenciación a linajes mesodérmicos (Lorenz et al., 2008; Junker et al., 2010; Blasi et al., 2011; Denu 

et al., 2016; Haydont et al., 2020); y d) poseen funciones inmunoreguladoras similares a MSCs (Haniffa et 

al., 2007; Jiang et al., 2005). Sin embargo, aunque ambas poblaciones presentan una morfología similar ( 

Haniffa et al., 2009; Blasi et al., 2011; Lv et al., 2014; Denu et al., 2016), diversos estudios han observado 

diferencias entre ambas poblaciones (apartado 2.4).  

Más recientemente, se ha confirmado que las MSCs y los fibroblastos dérmicos son poblaciones celulares 

diferentes (Figura 10-A), en base al análisis de su transcriptoma (Zheng et al., 2013; Haydont et al., 2020). 

Los F-DHJ exhiben una capacidad eficiente, y mayor que el resto de fibroblastos dérmicos, para 

diferenciarse a los tres linajes mesodérmicos (Haydont et al., 2020), lo que podría interpretarse como una 

identidad MSC, considerando su proximidad anatómica con las MSCs del tejido adiposo. Sin embargo, el 

análisis del transcriptoma mostró una baja proximidad entre los fibroblastos F-DHJ y las MSCs del tejido 

adiposo (93,83% de similitud). Por otro lado, las poblaciones de fibroblastos dérmicos están muy 

asociadas entre sí, lo que pone de manifiesto la evidencia de una alta proximidad entre los fibroblastos F-

DHJ y los Fr (96,89% de similitud) (Figura 10-B). 
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Figura 10. Comparación de transcriptomas de las tres poblaciones de fibroblastos dérmicos (Fp, Fr y F-DHJ) y MSCs 
provenientes de médula ósea, tejido adiposo, amnios, corion y cordón umbilical. (A) Agrupación jerárquica de 
muestras de fibroblastos y MSCs basadas en los 380 conjuntos de sondas más discriminantes que muestran una 
marcada distinción entre los grupos "fibroblasto" y "MSC". (B) Coeficientes de correlación de Pearson que evalúan 
la proximidad muestra a muestra basándose en comparaciones de perfiles de transcriptomas globales. Fp 
(fibroblastos papilares), Fr (fibroblastos reticulares) y F-HDJ (fibroblastos de la unión dermo-hipodermal). Gráficos 
obtenidos de Haydont et al. (2020).   

2.2.2.2 Pericitos, MSCs perivasculares y de tejido adiposo dérmico blanco. 

 Los pericitos o células perivasculares se localizan en la superficie abluminal de las células 

endoteliales en la microvasculatura (Bianco et al., 2008; Lv et al., 2014). En la dermis se ha demostrado la 

presencia de pericitos (Crisan et al., 2008; da Silva et al., 2008; Paquet-Fifield et al., 2009), 

predominantemente alrededor de los folículos pilosos (Wong et al., 2012; Yamanishi et al., 2012). Estas 

células perivasculares contribuyen al mantenimiento de la integridad de los vasos capilares y pueden 

intervenir en la homeostasis de los tejidos mesenquimales y cicatrización de heridas (Mills et al., 2013); 

así como promover la regeneración de la piel mediante la regulación de la activación de los precursores 

de queratinocitos epidermales (Zhuang et al., 2018).  

Los pericitos muestran similitudes con las MSCs en su fenotipo, transcriptoma y potencial de 

diferenciación a linajes mesodérmicos (Doherty & Canfield, 1999; Brachvogel et al., 2005; Covas et al., 

2008; Crisan et al., 2008; Paquet-Fifield et al., 2009; Diaz-Flores et al., 2012; Yamanishi et al., 2012; 

Zimmerlin et al., 2013; Lv et al., 2014;Haydont et al., 2020). A su vez, los pericitos pueden diferenciarse 

en fibroblastos, miofibroblastos y células de músculo liso in vivo e in vitro (Doherty & Canfield, 1999; Díaz-

Flores et al., 2012). Sin embargo, aunque las hHF-MSCs y los pericitos no puedan ser distinguidos mediante 

los criterios mínimos propuestos por la ISCT, diversos estudios han mostrado diferencias entre ambas 

poblaciones (apartado 2.4.3).  

Existe la hipótesis de que las MSCs residen en todo el organismo como pericitos y que la zona perivascular 

es el nicho in vivo de las MSCs (Brachvogel et al., 2005; Bianco et al., 2008; da Silva et al., 2008; Caplan et 
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al., 2008; Crisan et al., 2008; Díaz-Flores et al., 2012; Yamanishi et al., 2012; Bianco et al., 2014; Lv et al., 

2014; Caplan, 2017).  

El marcador CD146 se expresa en MSCs procedentes de varios tejidos y en pericitos, pero no en 

fibroblastos dérmicos; mientras que el marcador de fibroblastos S100A4/FSP-1 muestra una baja 

expresión en MSCs y pericitos (Covas et al., 2008; Mitrofanova et al., 2020), lo que respalda una asociación 

más estrecha de las MSCs con los pericitos. Asimismo, al igual que las MSCs, los pericitos pueden liberarse 

fácilmente de su nicho cuando se dañan los tejidos, y secretar factores tróficos e inmunorreguladores (Lv 

et al., 2014). En cuanto al origen embrionario, se ha demostrado que la mayoría de los pericitos derivan 

del mesodermo, al igual que las MSCs, aunque algunos también pueden derivarse de la cresta neural (Mills 

et al., 2013).  

Yamanishi et al. (2012) sugirieron que las zonas perivasculares dérmicas actúan como un nicho de MSCs 

CD34+ en la dermis del cuero cabelludo, tras el descubrimiento de una subpoblación de pericitos CD34+ 

altamente proliferativa (Zimmerlin et al., 2013) y la evidencia de una población de MSCs CD34+ localizada 

en nichos perivasculares dérmicos del cuero cabelludo humano y de forma abundante alrededor del 

folículo piloso (Yamanishi et al., 2012). Además, se ha evidenciado que las MSCs del tejido adiposo residen 

en la región perivascular como células CD34+ (da Silva et al., 2008; Zimmerlin et al., 2013). Por todo lo 

anterior, se ha sugerido que la subpoblación de pericitos CD34+ son progenitores de tránsito de las MSCs 

(Zimmerlin et al., 2013).  

El origen perivascular de las MSCs probablemente sea la razón por la que las MSCs se encuentran en 

diferentes ubicaciones anatómicas (Donnelly et al., 2018). Se ha observado que los vasos sanguíneos son 

la única estructura anatómica común en la mayoría de los tejidos sólidos donde se han encontrado MSCs, 

lo que respalda el nicho perivascular de las MSCs (Lv et al., 2014). De acuerdo con esta observación, el 

mesénquima actúa como un “relleno de espacio” antes del desarrollo de un sistema vascular en el 

desarrollo temprano de la rama embrionaria (Risau & Flamme, 1995).  

Sin embargo, la teoría del “nicho perivascular” de las MSCs no puede explicar por qué se detectan MSCs 

en tejidos avasculares, como en el cartílago articular (Pretzel et al., 2011) y el núcleo pulposo (Huang et 

al., 2013). Otra hipótesis es que las MSCs pueden tener también otro origen distinto al nicho perivascular, 

como se describe en el origen dual de los odontoblastos en los dientes mediante el rastreo del linaje 

genético (Feng et al., 2011; Lv et al., 2014). Esta postulación de un origen no pericítico de las MSCs también 

está respaldada por el hecho de que un subconjunto de MSCs con mayor potencial stem, no expresan el 

marcador de superficie CD146 (Lv et al., 2014; Wakao et al., 2011).  

2.3 METODOLOGÍAS PARA EL AISLAMIENTO DE LAS HHF-MSCS. 

Se han desarrollado diferentes protocolos experimentales para aislar las hHF-MSCs. El método 

para el aislamiento más eficaz es la microdisección de la papila dérmica, de la vaina dérmica o de la región 
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peribulbar del folículo piloso, pero este proceso requiere equipamiento específico, experiencia y es 

laborioso (Ma et al., 2019; Mistriotis & Andreadis, 2013; Wang et al., 2020).  

Otro método consiste en el empleo de una combinación de enzimas dispasa y colagenasa D. Para 

conseguir el aislamiento de la papila dérmica, en primer lugar, se eliminan los restos de tejido adiposo 

con dispasa y, posteriormente, la colagenasa D digiere la dermis circundante al folículo piloso y la vaina 

dérmica del folículo (Mistriotis & Andreadis, 2013). En el caso del aislamiento de la vaina dérmica, se 

emplea una mezcla de estos enzimas para separar la vaina dérmica del folículo piloso (Ma et al., 2019; 

Wang et al., 2020). Tras la digestión enzimática, los fibroblastos dérmicos remanentes pueden ser 

eliminados del sobrenadante tras una serie de centrifugaciones a baja velocidad (Wu et al., 2005). Aunque 

la digestión enzimática es un método más sencillo que la microdisección, puede dar lugar a posibles 

variaciones en los tipos celulares obtenidos tras cada aislamiento.  

Una vez que las células son separadas del explante de folículo piloso, las muestras se cultivan con medio 

basal DMEM suplementado con suero para permitir la migración celular a la superficie de cultivo. Cuando 

las células alcanzan la confluencia, se realiza el primer pase empleando las técnicas estándar de cultivo 

(Wang et al., 2020).  

Otro método es utilizar folículos pilosos completos extraídos directamente de la región occipital del cuero 

cabelludo (Bai et al., 2017; Y. Wang et al., 2013); sin embargo, este procedimiento proporciona una 

población heterogénea de MSCs.  

En este trabajo se ha llevado a cabo una metodología sencilla que favorece la migración, el aislamiento y 

el enriquecimiento de las hHF-MSCs a partir de explantes de folículo piloso que fueron recibidos con una 

microdisección manual previa para retirar gran parte de la dermis y tejido adiposo del bulbo piloso. A 

pesar de que el enriquecimiento de esta población hasta los pases 3 y 4 para conseguir una población más 

homogénea, y apta para futuros propósitos terapéuticos, otras poblaciones celulares, distintas a MSCs, 

pueden proliferar en cultivo junto a estas, por lo que, si se desea retirar de la población hHF-MSC otras 

poblaciones, aunque se encuentren en pequeña proporción, en este trabajo recomendamos la realización 

de determinados sorting, según la población que se desee eliminar (apartado 2.5.1).  

2.4 CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA DE LAS HHF-MSCS DE LA REGIÓN OCCIPITAL. 

2.4.1 Comparación fenotípica, según los criterios mínimos propuestos por la ISCT, de 

las hHF-MSCs con otros tipos celulares que pueden proliferar con ellas en cultivo. 

La International Society for Cell & Gene Therapy (ISCT) estableció unos criterios mínimos que 

deben cumplir las células para poder ser identificadas como MSCs (Dominici et al., 2006). En primer lugar, 

las células deben ser adherentes a la superficie sin recubrimiento del frasco de cultivo cuando se 

mantienen en condiciones de cultivo estándar, utilizando frascos de cultivo de tejidos con superficies sin 

revestimiento. En segundo lugar, la población MSC debe expresar (≥95%) los antígenos de superficie 
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CD105, CD73 y CD90, medidos por citometría de flujo. Además, estas células deben carecer de expresión 

(≤2% positivas) de CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79a o CD19 y HLA clase II. Por último, las células deben 

mostrar potencial de diferenciación a osteoblastos, adipocitos y condroblastos. 

Con la finalidad de facilitar la comparación del fenotipo entre las hHF-MSCs del folículo piloso de la zona 

occipital y otras poblaciones celulares que pueden aislarse y proliferar junto a las hHF-MSCs se ha llevado 

a cabo un resumen de las semejanzas y diferencias en el fenotipo de las diferentes poblaciones en cultivo, 

según la caracterización recomendada por la ISCT (Dominici et al., 2006), y que presentamos en la Tabla 

2.  

Tabla 2. Comparación de los tipos celulares que pueden aislarse del explante de folículo piloso humano (región 
occipital del cuero cabelludo) y proliferar junto con las hHF-MSCs. En la tabla se indica su localización, capacidad de 
adherencia a la superficie del frasco de cultivo, morfología, coexpresión de los marcadores mesenquimales CD73, 
CD90 y CD105; así como su potencial de diferenciación en adipocitos, osteocitos y condrocitos. (*) Para su adhesión 
requiere del recubrimiento de la superficie plástica de cultivo con colágeno, poli-L-lisina o fibrinógeno. hHF-MSCs 
(MSCs de folículo piloso humano); DS (células de la vaina dérmica); Fp (fibroblastos de la dermis papilar); Fr 
(fibroblastos de la dermis reticular); F-DHJ (fibroblastos de la unión dermo-hipodermal); SDSCs (células madre de la 
piel derivadas de la cresta neural); EpSCs (células madre epiteliales no derivadas de la cresta neural); ND (no descrito 
en artículos revisados). 
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2.4.2 Morfología de las hHF-MSCs y modo de expansión en cultivo. 

Las hHF-MSCs, aunque tienen una morfología similar a fibroblasto, las células de la vaina dérmica 

presentan una morfología de miofibroblasto (Agabalyan et al., 2017), que se muestra más alargada y 

dendrítica cuando el medio de cultivo está suplementado con FGF2 (Desai et al., 2014). Este factor de 

Poblaciones 

celulares 

humanas

Localización Adhesión

Morfología 

similar a 

fibroblasto 

Coexpresión  

CD73/CD90/C

D105

Diferenciación a 

linajes 

mesodérmicos

Referencias bibliográficas

Células Muse

Tejido adiposo 

(Muse-MSCs), 

dermis (Muse-

fibroblastos).

+

Agregados 

similares a 

cuerpos 

embrioides.

+ +

Kuroda et al. (2010); Wakao et al. 

(2011); Heneidi et al. (2013); 

Kuroda et al. (2013); Ogura et al. 

(2014); Wakao et al. (2018).

Fp Dermis papilar.
No potencial 

osteogénico.

Fr Dermis reticular. +

F-DHJ
Entre dermis e 

hipodermis.
+

Pericitos, 

MSCs 

perivasculares 

y de tejido 

adiposo

Región 

perivascular de la 

dermis; alrededor 

del folículo piloso. 

+ + + +

Doherty & Canfield, (1999); 

Brachvogel et al. (2005); Covas et 

al. (2008); Crisan et al. (2008); da 

Silva et al. (2008); Paquet-Fifield et 

al. (2009); Messenger et al. (2010); 

Diaz-Flores et al. (2012); Yamanishi 

et al. (2012); Zimmerlin et al. 

(2013); Haydont et al. (2020).

SDSCs y 

células 

melanocíticas

Bulge, dermis 

interfolicular y 

tejido adiposo.
+ (*)

+

(poligonal 

compacta en 

dermis y tejido 

adiposo; 

múltiples 

protuberancias 

en 

melanocíticas)

+ +

Toma et al. (2001); Nishimura el al. 

(2002);  Fernandes et al. (2004); 

Sieber-Blum et al. (2004); Rendl et 

al. (2005); Toma et al. (2005);  

Wong et al. (2006);  Delfino-Machín 

et al. (2007); Waters et al. (2007); 

Biernaskie et al. (2009); Yu et al. 

(2010); Achilleos et al. (2012); Chou 

et al. (2013); Soma et al. (2013); 

Sowa et al. (2013); Mull et al. 

(2015); Ge et al. (2016); Vasyleiv et 

al. (2017); Ali et al. (2018); Hu et al. 

(2018); Nilforoushzadeh et al. 

(2019); Vasyleiv et al. (2019); Zhou 

et al. (2019).

Telocitos Bulge y dermis. +
Atípica; 

presentan 

telópodos. 

CD90 (-); 

resto (ND)
ND

Popescu et al. (2010); Ceafalan et 

al. (2012); Rusu et al. (2012); 

Zheng et al. (2013); Sidney et al. 

(2014); Manole et al. (2016); Xiong 

et al. (2016); Haydont et al. (2020); 

Sanches et al. (2020).

EpSCs
Bulge y epidermis 

basal.
+

Morfología 

poligonal.

CD73 (-), 

CD90 (-)
ND

Rendl et al. (2005); Delfino-Machín 

et al. (2007); Carriel et al. (2011); 

Xiong et al. (2016); Ponce et al. 

(2017); Raghuram et al. (2020); 

Wang et al. (2020).

HF-MSCs

Folículo piloso: 

papila dérmica, 

vaina dérmica y 

zona peribulbar.

Hoogduijn et al. (2006); Liu et al. 

(2010); Jinno et al. (2010); Yang & 

Cotsarelis, (2010); Driskell et al. 

(2011); Pasolli et al. (2011); Bajpai 

et al. (2012); Dupin et al. (2012);  

Zhang et al. (2013); Driskell et al. 

(2015);  Berebichez-Fridman & 

Montero-Olvera, (2018); Wang et 

al. (2020).

+

+ 

DS: morfología  

miofibroblasto; 

alargadas y 

dendríticas; DP: 

poligonal 

aplanada (no 

compacta) 

+ +

+

(bi o tricúspides 

en Fp, esteladas 

en Fr y 

heterogéneos 

en F-DHJ).

Lorenz et al. (2008); Cappellesso-

Fleury et al. (2010); Halfon et al. 

(2011); Yan et al. (2011); 

Kundrotas et al. (2012); Denu et al. 

(2016); Haydont et al. (2020).

+
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crecimiento está contenido en los lisados de plaquetas humanos (Gentile et al., 2019; González et al., 

2017), y ha sido empleado en el aislamiento y expansión de las hHF-MSCs en este trabajo. 

Se ha evidenciado que el citoplasma de la mayor parte de las células de la papila dérmica y de la vaina 

dérmica del folículo piloso en cultivo, a diferencia de los fibroblastos dérmicos, se tiñe con Alcian Blue en 

una coloración azul, que puede mostrarse de color azul pálido (Wu et al., 2005). Esta observación realizada 

para las células de la papila dérmica del folículo piloso también fue observada por Kiseleva et al. (2009) y 

por Lavoie et al. (2009).  

Asimismo, se ha observado que las células de la papilla dérmica del folículo piloso en confluencia 

muestran agregaciones multicapa (Wu et al., 2005; Kiseleva et al., 2009) y esta característica también las 

distingue de los fibroblastos dérmicos (Wu et al., 2005).  

2.4.3 Comparación de marcadores entre las poblaciones celulares que pueden 

proliferar en cultivo para la selección de hHF-MSCs con propósitos terapéuticos. 

En general, los marcadores para la caracterización de MSCs pueden dividirse en: a) marcadores 

de pluripotencia para facilitar la selección y enriquecimiento de supoblaciones de MSCs que exhiben una 

mayor potencialidad y pueden detectarse moderadamente y, b) marcadores específicos, que 

normalmente muestran una alta expresión y constituyen una herramienta de selección de MSCs (Lv et al., 

2014). Sin embargo, no existe un único marcador que sea verdaderamente específico de MSCs, ya que, 

por un lado, la expresión de estos marcadores se muestra generalmente variable dependiendo de la 

fuente de procedencia (Lv et al., 2014; Naji et al., 2019) y, por otro lado, estos marcadores también son 

expresados por otras poblaciones celulares que pueden aislarse y proliferar junto a las MSCs. 

Con la finalidad de facilitar la comparación de la expresión de diversos marcadores de superficie y 

proteínas, entre las hHF-MSCs de la zona occipital del folículo piloso y otras poblaciones celulares 

CD73+/CD90+/CD105+, que pueden aislarse y proliferar junto a las hHF-MSCs, y que fueron especificadas 

en la Tabla 2, se ha llevado a cabo un resumen de los mismos que presentamos en la Tabla 3.  

Tabla 3. Comparación de la expresión de los marcadores analizados en hHF-MSCs frente a otras poblaciones que 
también coexpresan CD73, CD90 y CD105; (+) expresión positiva; (-) negativa o baja expresión; (ND) no descrito en 
artículos revisados. SC (marcador de pluripotencia); M (marcador mesenquimal); hHF-MSCs (células madre 
mesenquimales de folículo piloso humano); DP (células de la papila dérmica; SKPs); DSCs (células madre dérmicas de 
la región peribulbar); SDSCs (células madre/progenitores con origen en la cresta neural y localizados en el bulge); PT 
(MSCs perivasculares/progenitores de tránsito de MSCs); AT (MSCs de tejido adiposo blanco que residen en la región 
perivascular); ANAG (fase anágena del ciclo de crecimiento del pelo). 

Marcador hHF-MSCs Células Muse Fibroblastos Pericitos SDSCs y células 
melanocíticas 

CD34  
(SC) 

 
 

Negativo 
 

 (Hoogduijn et al., 
2006; Lorenz et 
al., 2008; Wakao 
et al., 2011; 

Negativo 
 
(Ogura et al., 
2014; Gimeno et 
al., 2017; Wakao 

Negativo 
 
(Rendl et al., 
2005; Chen et al., 
2007; Lorenz et 
al., 2008; Blasi et 

Negativo  
+ en PT y AT 

 
(Crisan et al., 
2008; Zimmerlin 
et al., 2013; 

Positivo 
 

(Waters et al., 
2007; Ge et al., 
2016; Ali et al., 
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Marcador hHF-MSCs Células Muse Fibroblastos Pericitos SDSCs y células 
melanocíticas 

Yamanishi et al., 
2012; Ge et al., 
2016; De Oliveira 
et al., 2017;  
Vasyliev et al., 
2019). 

et al., 2018; Sato 
et al., 2020). 

al., 2011; Denu et 
al., 2016. 

Mitrofanova et 
al., 2020; Sanches 
et al., 2020). 

2018; Vasyliev et 
al., 2019). 

CD44 
 
 

Positivo 
 

(Lorenz et al., 
2008; Biernaskie 
et al., 2009; Kang 
et al., 2011; Yang 
et al, 2013; 
Coelho de 
Oliveira et al., 
2017; Gentile et 
al., 2019). 

 Positivo 
 

(Gimeno et al., 
2017). 

Positivo 
 

(Lorenz et al., 
2008; Blasi et al., 
2011; Alt et al., 
2011; Halfon et 
al., 2011; Sriram 
et al., 2015). 

Positivo 
 

(Crisan et al., 
2008; Wong et 

al., 2012. 

Positivo 
 

(Biernaskie et al., 
2009). 

 

CD56 / 
NCAM1 

 
(M) 

 
 

Positivo  
 
(Ge et al., 2016); 
Vasyliev et al., 
2017). 

ND Positivo 
 
(Blasi et al., 2011; 
Brohem et al., 
2013). 

 

Negativo 
 
(Crisan et al., 
2008). 

Negativo 
 

(Ge et al., 2016); 
Vasyliev et al., 
2017; Vasyliev et 
al., 2019). 

CD117 / 
cKIT 

 
(SC) 

 
 

Negativo 
 
(Rendl et al., 
2005; Coelho de 
Oliveira et al., 
2017; Vasyliev et 
al., 2019). 

Negativo 
 
 
(Wakao et al., 
2011; Wakao et 
al., 2018). 

Negativo 
 
(Rendl et al., 
2005; 
Cappellesso-
Fleury et al., 
2010). 

Negativo 
 
(Zimmerlin et al., 
2013; 
Mitrofanova et 
al., 2020). 

Positivo 
 
(Nishimura et al., 
2002; Rendl et al., 
2005; Wakao et 
al., 2011; Wong 
et al., 2012 ; Mull 
et al., 2015; 
Vasyliev et al., 
2019). 

CD133 / 
PROM1 

 
(CS) 

 
 

Negativo/+ en DP 
ANAG 

 
(Lorenz et al., 
2008; Biernaskie 
et al., 2009; 
Driskell et al., 
2011; Ge et al., 
2016; Coelho de 
Oliveira et al., 
2017). 

ND Negativo 
 

 
(Chen et al., 
2007; Lorenz et 
al., 2008; Blasi et 
al., 2011). 

 

Negativo 
 
 

(Crisan et al., 
2008). 

 

Negativo 
 

 
(Biernaskie et al., 
2009; Driskell et 
al., 2011; Ge et 
al., 2016). 

CD140 / 
PDGFR 

 

Positivo (α y β) 
 

(Driskell et al., 
2015; Ge et al., 
2016; Vasyliev et 
al., 2017) 

ND Positivo (α y β) 
 

(Covas et al., 
2008). 

Positivo (β) 
 
(Brachvogel et al., 
2005; Covas et 
al., 2008; Crisan 
et al., 2008; 
Wong et al., 
2012; Mabuchi et 
al., 2013; Manole 
et al., 2016). 

 

Positivo (α y β) 
 
(Ge et al., 2016; 
Vasyliev et al., 
2017).  

 

CD146 / 
MCAM 

 
(M) 

 

Positivo 
 

(De Oliveira et al., 
2017; Izadpanah 
et al., 2008; R. G. 

Negativo 
 

(Wakao et al., 
2011; Ogura et 

Negativo 
 

(Covas et al., 
2008; Blasi et al., 

Positivo 
 

(Covas et al., 
2008; Crisan et 
al., 2008; 

Positivo 
 

(Vasyliev et al., 
2017).   
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Marcador hHF-MSCs Células Muse Fibroblastos Pericitos SDSCs y células 
melanocíticas 

 Vasyliev et al., 
2017; Wakao et 
al., 2011). 

al., 2014; Wakao 
et al., 2018). 

 

2011; Halfon et 
al., 2011). 

Mabuchi et al., 
2013; Manole & 
Simionescu, 
2016; Sacchetti et 
al., 2007; Wakao 
et al., 2011; 
Zimmerlin et al., 
2013). 

 

CD166 / 
ALCAM 

 
 

Positivo 
 

(Lorenz et al., 
2008; Coelho de 
Oliveira et al., 
2017; Vasyliev et 
al., 2017). 

ND Positivo 
 

(Lorenz et al., 
2008; 
Cappellesso-
Fleury et al., 
2010; Blasi et al., 
2011; Halfon et 
al., 2011). 

Positivo 
 

(Crisan et al., 
2008; Wong et 

al., 2012). 
 

Positivo 
 

(Vasyliev et al., 
2017). 

ALP 
 
 

Positivo 
 
(McElwee et al., 
2003; Rendl et al., 
2005; Driskell et 
al., 2011). 

Positivo 
 
(Kuroda et al., 
2010; Wakao et 
al., 2011; Ogura 
et al., 2014). 

Negativo 
 

(Rendl et al., 
2005). 

Positivo 
 

(Crisan et al., 
2008; Fisher et 

al., 2009). 

Negativo 
  

(Rendl et al., 
2005; Driskell et 
al., 2011). 

SOX2 
 

(SC) 
 
 

Positivo  
(SKPs y DSCs) 

 
(Izadpanah et al., 
2006; Biernaskie 
et al., 2009; 
Driskell et al., 
2013; Yang et al., 
2013; Driskell et 
al., 2015; Lim et 
al., 2019; Lynch & 
Watt, 2018; 
Vasyliev et al., 
2019).  

Positivo 
 
 

(Kuroda et al., 
2010; Heneidi et 
al., 2013; Kuroda 
et al., 2013). 

Negativo 
 
 

(Mao et al., 2015) 

Positivo 
 
 

(Bouacida et al., 
2012). 

Positivo 
 
 

(Biernaskie et al., 
2009; Driskell et 
al., 2011; Mao et 
al., 2015; Ge et 
al., 2016; Vasyliev 
et al., 2019; 
Bergeron et al., 
2020). 

Mediante un gráfico heatmap se respresentó la expresión de los genes de la Tabla 3 para cada una de las 

poblaciones que pueden crecer en cultivo, y de las que se posee más información. 
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Figura 11. Gráfico heatmap que representa el nivel de expresión de cada uno de los genes de la Tabla 3 
seleccionados para su análisis. No se representa las células Muse porque para algunos marcadores no se sabe. 

2.5 MEDIOS CONDICIONADOS INDUCTORES DE LA OSTEOGÉNESIS PARA AUMENTAR 

EL POTENCIAL TERAPÉUTICO DE LAS MSCS. 

2.5.1 Estrategias de inducción osteogénica que emplean medios condicionados. 

2.5.1.1 Empleo de medios condicionados secretados por osteoblastos. 

 La inyección de MSCs en el tejido u órgano diana dañado o la inyección de MSCs diferenciadas 

previamente in vitro son estrategias terapéuticas para la regeneración celular. No obstante, tal y como se 

expone en el apartado 1.1.3, existe una alternativa al reemplazo celular que consiste en la administración 

de factores de crecimiento para dirigir a las células madre endógenas a su diferenciación específica, y 

facilitar así la reparación y regeneración de tejidos.  

Diversos estudios demuestran que el uso de medios condicionados producidos por osteoblastos y 

osteocitos derivados de MSCs diferenciadas in vitro para la inducción osteogénica de células madre y 

progenitores endógenos es una alternativa al reemplazo de células de la línea osteogénica (Heino et al., 

2004; Maxson & Burg, 2010; L. F. Zhang et al., 2014).  

Por todo lo anterior, el estudio de la capacidad de inducir la osteogénesis de los medios condicionados 

producidos por las hHF-MSCs durante su diferenciación osteogénica puede ser de interés futuro en 

ensayos de terapia celular.  

Los osteoblastos son capaces de producir y liberar factores de crecimiento y citoquinas que intervienen 

en la osteogénesis, como la proteína morfogenética ósea BMP-2, el factor de crecimiento transformante 

TFG-β, el factor de crecimiento de fibroblastos FGF-2 y el factor de crecimiento insulínico IGF-1 (Gimble 
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et al., 2004; Maxson et al., 2008). Se ha demostrado que el empleo de medio condicionado obtenido a 

partir de osteoblastos (OB-CM) estimula la diferenciación osteogénica de MSCs obtenidas a partir de la 

diferenciación de iPSCs de ratón (Zhong et al., 2019).  

Para la obtención de medios condicionados pueden emplearse osteoblastos comerciales o generar el 

medio condicionado tras la diferenciación osteogénica de las hHF-MSCs. La expansión de esta población 

celular previa al proceso de diferenciación puede iniciarse a partir de una densidad de siembra celular 

alta. Estudios previos con MSCs derivadas de folículo piloso describen haber iniciado el proceso de 

diferenciación osteogénica tras alcanzar el 60-80% de confluencia (Bai et al., 2017; De Oliveira et al., 2017; 

Veraitch et al., 2017) e incluso cercanas a la confluencia total (Bajpai et al., 2012; Liu et al., 2010). Para 

MSCs procedentes de otros tejidos se han descrito confluencias de entre el 60-70% y 80-90% (Brohem et 

al., 2013; Joseph et al., 2020; Vaculik et al., 2012). Asimismo, en MSCs de rata se ha demostrado que las 

confluencias del 80% resultan óptimas con propósitos de diferenciación osteogénica, siendo también 

aceptable el 100% de confluencia (Abo-Aziza & Zaki, 2016).  

Los osteoblastos participan en la formación y mineralización de la matriz extracelular del tejido óseo y el 

30% de estas células se diferencian a osteocitos. Los osteocitos poseen una forma estrellada con 

prolongaciones citoplásmaticas en todos los sentidos y mantienen la matriz mineralizada (Mohanty et al., 

2015). Los depósitos de calcio de la matriz producidos por los osteoblastos pueden observarse tras realizar 

una tinción con Alizarin Red S (Houlihan et al., 2012; Mohanty et al., 2015).   

El análisis de expresión génica tras la diferenciación osteogénica aporta información sobre el estado de 

diferenciación en el que se encuentra la población celular (Scheideler et al., 2008; Komori, 2010; Murgia 

et al., 2016; Shen et al., 2019). La obtención de osteoblastos puede ser evidenciada, entre otros, por el 

aumento en la expresión de los genes RUNX2, Sp7, osteocalcina, BMP-6 (Shen et al., 2019) y BMPR1B 

(Scheideler et al., 2008; Komori, 2010; Murgia et al., 2016; Shen et al., 2019). Sin embargo, la expresión 

de algunos de estos genes es variable según el estado de maduración de los osteoblastos (Komori, 2010). 

En el caso de la expresión del gen RUNX2, un aumento en la expresión es indicativo de la presencia de 

osteoblastos inmaduros (Komori, 2010) y/o preosteoblastos (Komori, 2010; Shen et al., 2019), mientras 

que una pérdida de expresión señala la obtención de osteoblastos maduros (Komori, 2010). En la Figura 

12 se representa la expresión de RUNX2 durante la diferenciación osteoblástica (Figura 12-A) y la 

regulación de la osteogénesis por los genes Sp7 y RUNX2 (Figura 12-B). 

Asimismo, se ha evidenciado el aumento en la expresión de marcadores adipogénicos y condrogénicos 

bajo condiciones de inducción osteogénica. Algunos de estos marcadores son el marcador adipogénico 

PPAR2 (Komori, 2010) y los marcadores condrogénicos COL1A1 (Scheideler et al., 2008; Shen et al., 2019), 

COL1A2 (Scheideler et al., 2008; Murgia et al., 2016) y DCN (Murgia et al., 2016).  

A 
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B 

 
Figura 12. Expresión del gen RUNX2 durante la diferenciación osteoblástica. A) Expresión de RUNX2 según el 
estado de maduración de los osteoblastos; B) Regulación de la osteogénesis por los genes RUNX2 y Sp7 (recuadro 
azul). OP: osteopontina, OC: osteocalcina. Imágenes obtenidas de Komori (2010).  

2.5.1.2 Efecto de la concentración del medio condicionado en la inducción osteogénica. 

 Diversos estudios han evidenciado un aumento en el potencial osteogénico de los medios 

condicionados obtenidos a partir de osteoblastos (OB-CM) cuando se emplean estos medios inductores a 

una menor concentración. Esta capacidad ha sido observada en MSCs obtenidas a partir de la 

diferenciación de células pluripotenciales inducidas (iPSCs) (Zhong et al., 2019). Tal y como se ha descrito 

en estudios previos, la administración de un 25 a un 50% de medio condicionado producido por 

osteoblastos combinado con medio basal bajo en glucosa y en factores de crecimiento no inductores de 

diferenciación,  incrementa la diferenciación osteogénica, frente a concentraciones del 50 y 70%, en MSCs 

obtenidas a partir de la diferenciación de iPSCs de ratón (Maxson et al., 2008; Zhong et al., 2018) y en 

MSCs de médula ósea de ratón (Birmingham et al., 2012), mientras que concentraciones de medio 

condicionado al 70% no aumentaron significativamente el potencial osteogénico en MSCs obtenidas tras 

la diferenciación de iPSCs  (Zhong et al., 2018).   
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II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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1 HIPÓTESIS. 

Las MSCs adultas son consideradas como una herramienta terapéutica única con menor riesgo de 

formación de teratomas in vivo que las células pluripotentes embrionarias e iPSCs. Aunque pueden 

aislarse de gran variedad de tejidos, el folículo piloso es una fuente fácilmente accesible de hHF-MSCs con 

un alto potencial regenerativo sin efectos fibróticos, y sin efecto negativo en el entorno diabético, en 

contraste con las MSCs de médula ósea y tejido adiposo. Por ello, las hHF-MSCs aportan beneficios frente 

al empleo de MSCs de otras fuentes de procedencia. En consecuencia, una metodología de aislamiento 

de MSCs a partir de explantes de folículo piloso que favorezca la migración desde el explante, y el 

enriquecimiento de esta población celular puede ser altamente efectiva y simplificar las metodologías de 

aislamiento basadas en la microdisección y digestión enzimática de las regiones mesenquimales del 

folículo piloso. 

Los folículos pilosos contienen, además de células madre mesenquimales, otros tipos celulares distintos 

a MSCs que pueden aislarse y proliferar en cultivo junto con esta población mesenquimal. También, 

existen otras poblaciones alrededor del folículo piloso que también pueden proliferar junto con las MSCs. 

Debido a que se ha observado que algunas de las poblaciones celulares circundantes al folículo piloso, 

como los pericitos y fibroblastos, pueden generar procesos fibróticos tras su aplicación clínica, un estudio 

que aporte información sobre cómo detectarlas y retirarlas de la población celular podría facilitar la 

obtención de una población MSC que puede emplearse en terapia celular sin los efectos indeseados 

debidos a la presencia de pericitos y fibroblastos. 

MSCs procedentes de otros tejidos han demostrado una capacidad proliferativa adecuada para su 

aplicación en ensayos de terapia celular. El estudio de la capacidad proliferativa de las hHF-MSCs, en 

comparación con MSCs de otros tejidos de procedencia, que son empleadas en la actualidad en ensayos 

de terapia celular, podría aportar más conocimiento sobre su capacidad proliferativa y adecuación futura 

en aplicaciones terapéuticas.  

La alopecia androgenética avanzada en pacientes masculinos puede afectar la región occipital del cuero 

cabelludo y, por tanto, la obtención de MSCs del folículo piloso podría verse afectada. Por esta razón, y 

para poder aplicar las MSCs de folículo piloso de estos pacientes, o de pacientes no afectados pero de 

mayor edad, en terapias de reparación autóloga, un estudio de la selección de un suero que pudiese 

favorecer la migración y proliferación de estas células ayudaría a optimizar el proceso de enriquecimiento 

de MSCs en estos pacientes. Asimismo, un modelo estadístico predictivo que pudiese aportar información 

sobre cómo afecta la edad del donante u otros factores relativos a las condiciones de cultivo, podría 

ayudar a optimizar el proceso de obtención de MSCs de folículo piloso y a conocer la probabilidad de éxito 

de la obtención de cultivos proliferativos de cualquier paciente.   
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La senescencia celular de las MSCs tras los subcultivos y pases afecta a la proliferación celular, por lo que, 

el análisis de los factores que pueden conducir a las MSCs de folículo piloso a estados senescentes podría 

prevenir una baja viabilidad debida a la senescencia.  

Por último, los osteoblastos obtenidos tras la diferenciación de MSCs humanas de médula ósea producen 

y secretan factores solubles que influyen en la diferenciación osteogénica de MSCs, probablemente de 

forma similar a como ocurre in vivo. Asimismo, existe la evidencia de que los osteoblastos obtenidos de 

la bóveda craneal de ratón han demostrado la capacidad para secretar medios condicionados en cultivo 

que inducen la diferenciación osteogénica de MSCs. Por todo ello, una metodología que permitiera la 

obtención de medios condicionados inductores de osteogénesis tras la diferenciación de las MSCs de 

folículo piloso aportaría conocimiento para su futuro uso en terapia regenerativa como alternativa a 

terapias basadas en reemplazo celular. 

2 OBJETIVOS. 

El objetivo general de este estudio ha sido obtener células madre mesenquimales de folículo piloso 

(hHF-MSCs) occipital humano por su interés en terapia celular, y generar medios condicionados 

inductores y potenciadores de la capacidad de diferenciación a linajes mesenquimales utilizando como 

modelo la inducción osteogénica con vistas a su futura aplicación en medicina regenerativa.  

Con este fin, los objetivos específicos de este trabajo han sido: 

1. Diseñar una metodología efectiva y simple que favorezca la migración de células del folículo 

piloso occipital a la superficie de cultivo para establecer un cultivo primario, y seleccionar un 

método de cultivo que favorezca el enriquecimiento en la fracción de células madre 

mesenquimales hHF-MSCs que pudieran estar presentes en la población de células adherentes 

del cultivo primario. 

Existen diversos métodos para obtener células adherentes en cultivo primario a partir de 

folículos pilosos humanos, tales como la disgregación enzimática, o la microdisección láser, 

que facilitan la migración de las células, o el enriquecimiento de partida en células del 

compartimento mesenquimal. Estas metodologías pueden alterar las características de las 

células, por cuyo motivo, este objetivo pretende obtener células adherentes sin la utilización 

de estos procedimientos, utilizando en su lugar explantes simplemente diseccionados 

manualmente para eliminar las células del bulbo que rodean al folículo piloso.  

2. Favorecer la proliferación celular de las hHF-MSCs, evitando la generación de estados 

senescentes y analizar la capacidad proliferativa estas células para evaluar su capacidad de 

crecimiento con fines de investigación y futuro empleo en terapia celular.  
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La investigación de las características de las células obtenidas del folículo piloso en las 

condiciones de cultivo a desarrollar en el objetivo 1, requiere alcanzar un elevado número de 

células viables. Asimismo, ocurre con el uso de estas células con fines terapéuticos. En 

consecuencia, resulta necesario investigar factores como la edad del donante, el grado de 

confluencia o la densidad de siembra, que pueden ocasionar pérdida de viabilidad en los 

cultivos, para tratar de conocer su influencia y desarrollar estrategias destinadas a favorecer 

una alta viabilidad y proliferación celular. 

 

3. Comprobar la homogeneidad de la población de hHF-MSCs en los cultivos celulares derivados 

de explantes del folículo piloso.  

 

El método desarrollado para la obtención de células en cultivo tras el cultivo primario y los 

primeros pases puede favorecer también el crecimiento de otros tipos celulares diferentes de 

hHF-MSCs. Por ello, es de interés comprobar la existencia de otros tipos celulares, como 

fibroblastos o pericitos, y valorar la presencia de estas fracciones en la población celular en 

cultivo. 

 

4. Aumentar el potencial de las hHF-MSCs para diferenciarse a linajes mesodérmicos, tomando 

como modelo la diferenciación osteogénica. 

 

El potencial de diferenciación de las hHF-MSCs es hacia tres linajes mesodérmicos. Para investigar sobre 

el aumento de su potencial de diferenciación, se utilizará como modelo la diferenciación osteogénica. 

Para ello, se realizará el estudio de los efectos de distintos métodos de cultivo basados en diferentes 

formas de suplementar el medio de cultivo basal. Teniendo en cuenta que el condicionamiento del medio 

de cultivo es un factor importante para inducir la diferenciación celular, se ensayarán diversas formas de 

suplementación con medios inductores de osteogénesis y combinaciones de éstos con medios 

condicionados obtenidos durante el proceso de diferenciación osteogénica de cultivos paralelos en 

distintos días del proceso de diferenciación.  

La consecución de este objetivo supondría una mejora sustancial en la aplicación de las hHF-MSCs en 

terapia celular.  
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III.  MATERIALES Y MÉTODOS 
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1 MUESTRAS BIOLÓGICAS: EXPLANTES DE FOLÍCULO PILOSO. 

1.1 PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS Y CONSERVACIÓN. 

Los explantes de folículo piloso procedieron de donantes de la Clínica Dermatológica Ercilla (Dr. 

Gorrochategui). Estos explantes se correspondían con excedentes quirúrgicos para el trasplante de 

cabello de rutina, y fueron recolectados de la región occipital del cuero cabelludo de 12 donantes sanos, 

11 varones en edades comprendidas entre los 21 y 42 años, y una donante de 47 años. En todos los casos 

se procedió a solicitar previamente su consentimiento informado según el proyecto aprobado por el 

Comité de Ética para la Investigación en Seres Humanos de la Universidad del País Vasco UPV/EHU 

(CEISH/64/2011/MARTINEZ DE PANCORBO).  

Por cada donante se obtuvieron 2 lotes de 10 explantes. Estas muestras biológicas fueron conservadas en 

refrigeración en un rango de temperatura de entre 2 y 8 oC en medio de cultivo basal Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM, cat. Nº: 11965092; Gibco) suplementado con 1% de penicilina 100 U/mL y 

estreptomicina 100 µg/mL (cat. Nº: 15140122; Gibco) durante un máximo de 24 horas.  

 

1.2 INICIO DEL CULTIVO. 

Antes de proceder al cultivo, las muestras fueron lavadas con PBS 1X (cat. Nº: BE17-516F; Lonza) 

suplementado con un 10% de penicilina/estreptomicina (cat. Nº: 15140122; Gibco) en placas Petri. A 

continuación, se colocaron 5 explantes de folículo piloso, equidistantes entre sí, por pocillo en placas de 

12 pocillos (cat. Nº: 150200; Nunc) sin revestimiento proteico para permitir la migración y expansión de 

células adherentes y no favorecer la expansión de otras poblaciones celulares, distintas a MSCs, que 

proliferan en suspensión.  

El cultivo de cinco explantes por pocillo en placas de 12 pocillos (Corning) se realizó para facilitar la 

manipulación y su adherencia a la superficie de cultivo durante los procesos de lavado con PBS 1X (cat. 

Nº: BE17-516F; Lonza) y de cambios de medio de cultivo requeridos para favorecer el enriquecimiento de 

las MSCs del folículo piloso.  

Una vez que los explantes estuvieron colocados en la superficie de cada pocillo, se adicionó 1 mL de medio 

de cultivo completo, y se mantuvieron en incubación a 37 oC, con un 5% de CO2 y en condiciones de 

humedad. El medio se reemplazó con medio de cultivo completo fresco cada 3 días. 
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2 MIGRACIÓN Y ENRIQUECIMIENTO EN MSCS DEL FOLÍCULO 

PILOSO. 

2.1 CULTIVO PRIMARIO. 

Para favorecer la migración de las células madre desde el compartimento mesenquimal del folículo 

piloso se empleó medio de cultivo completo: medio basal DMEM rico en glucosa (cat. Nº: 11965092; 

Gibco) suplementado con un 30% de suero y un 10% de penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 µg/mL 

(cat. Nº: 15140122; Gibco).  

En cuanto al suero empleado, dos pocillos de cada donante fueron suplementados con un lisado de 

plaquetas humano comercial (Stemulate™ Human Platelet Lysate Cell Culture Media Supplement; PL-NH-

100; COOK) y el resto fue suplementado con suero heterólogo procedente de donantes para comparar la 

capacidad proliferativa de las células adherentes obtenidas del folículo piloso entre estos suplementos de 

factores de crecimiento. 

Cada 3 o 4 días se realizaron cuidadosos lavados con PBS 1X, evitando que los explantes se despegaran de 

la superficie del pocillo durante la adición y retirada del PBS, para retirar las células que pudieran proliferar 

en suspensión. Asimismo, se realizaron cambios de medio para aportar nutrientes y factores de 

crecimiento a la población celular en cultivo. Estos lavados y cambios de medio se realizaron hasta que se 

observó una confluencia del 80-90%, es decir hasta que las células llegaron a cubrir gran parte de la 

superficie de los pocillos.  

Después de varios días, y tras la observación de células adherentes que se expanden por la superficie del 

pocillo, se retiraron los explantes. Las células adherentes obtenidas tras el cultivo primario fueron 

denominadas hHFSCs hasta su caracterización como población MSC.  

2.2 PASES TRAS EL CULTIVO PRIMARIO. 

Una vez alcanzad una confluencia superior al 80 % en el cultivo primario, las células se tripsinizaron, 

como se detalla en el apartado 3.3, y se llevó a cabo un recuento del número de células totales, así como 

de la viabilidad de la población. Posteriormente se realizó el primer pase de las células procedentes del 

cultivo primario (con una densidad de siembra en función del análisis posterior), y se continuó el 

enriquecimiento de la población de células madre mesenquimales del folículo piloso, en frascos de cultivo 

de 25 cm2 (Corning), suplementado con 30% de suero de lisado de plaquetas HPL al igual que en el cultivo 

primario. 
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Cada 3 o 4 días se realizaron lavados con PBS 1X y cambios de medio hasta alcanzar la confluencia deseada 

según el estudio al que fueron destinadas, tal y como se desarrolla en los esquemas de diseño 

experimental para cada ensayo en el apartado de Resultados.    

La expansión celular se continuó hasta alcanzar los pases 5 a 6 en los que se llevó a cabo la caracterización 

de las hHFSCs.   

3 MANTENIMIENTO Y EXPANSIÓN DE LOS CULTIVOS. 

3.1 TIPOS DE SUEROS EMPLEADOS COMO APORTE DE FACTORES DE CRECIMIENTO. 

3.1.1 Lisado de plaquetas humano comercial (HPL). 

El lisado de plaquetas humano empleado para la metodología de migración y enriquecimiento de 

MSCs a partir de explantes de folículo piloso fue un suero rico en plaquetas comercial ya estandarizado 

(Stemulate™ Human Platelet Lysate Cell Culture Media Supplement; PL-NH-100; COOK).  

3.1.2 Suero heterólogo. 

El suero heterólogo fue empleado durante el cultivo primario y primer pase para estudiar su 

capacidad para enriquecer la población MSC del folículo piloso frente al empleo de un lisado de plaquetas. 

Este suero fue obtenido tras un proceso de coagulación del suero sanguíneo de los donantes 

favorecido mediante el empleo de cloruro cálcico (2 mg/mL) a 37 oC durante 24 horas. Tras este periodo 

se desechó el precipitado de los factores de coagulación y se filtró el suero (filtro con poro 20 µm, 

ThermoFisher Scientific) para eliminar cualquier posible resto celular o contaminación.   

3.1.3 Suero bovino fetal. 

El suero bovino fetal inactivado (FBS, GIBCO) fue empleado para la expansión celular de las hHFSCs 

previa a los ensayos de diferenciación, y para estudios del efecto de este suero en la proliferación celular. 

3.2 MEDIOS DE CULTIVO COMPLETOS. 

Los medios de cultivo para la expansión de las hHFSCs, o para el mantenimiento de esta población 

en estado quiescente como control negativo contenían diferentes concentraciones de nutrientes y 

factores de crecimiento. 

El volumen de medio de cultivo recomendado según el frasco o placa de cultivo empleada se 

muestran en la Tabla 4. 
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Tabla 4. Volúmenes de medio de cultivo completo recomendados para el mantenimiento y expansión de las hHF-

MSCs. 

 Volumen de medio de 
cultivo fresco 

Placa de 12 pocillos 1 mL 

Placa de 24 pocillos 500 µL 

Placa de 96 pocillos 80 µL 

Frasco de 25 cm2 5 mL 

Frasco de 75 cm2 10 mL 

 

3.2.1 Medio de cultivo completo para la expansión y mantenimiento de las hHFSCs. 

Los componentes de los medios utilizados para la expansión y mantenimiento de células madre 

mesenquimales del folículo piloso fueron los siguientes: 60% DMEM rico en glucosa (cat. Nº: 11965092; 

Gibco), 30% suero (COOK) y 10% de antibiótico penicilina/estreptomicina (cat. Nº: 15140122; Gibco).  

3.2.2 Medio de cultivo para los controles negativos de ensayos de diferenciación.  

Los ensayos de diferenciación celular requieren habitualmente 21 días para la obtención de hHF-

MSCs diferenciadas. Debido a esta larga duración en cultivo, las células que se emplean como control 

negativo de diferenciación deben permanecer en un estado no proliferativo sin que afecte a su viabilidad. 

Por esta razón, el medio de cultivo empleado para la población control estaba compuesto de un medio 

de cultivo basal DMEM bajo en glucosa (cat. Nº: 11965092; Gibco), suplementado con un 10% de suero y 

un 10% de penicilina/estreptomicina (cat. Nº: 15140122; Gibco). De esta forma, se favoreció una 

deprivación suave que mantuvo viables las hHFSCs control durante los 21 días de diferenciación. 

3.2.3 Medios para el tratamiento con resveratrol. 

El tratamiento con resveratrol se realizó de la siguiente forma: 

- Preparamos 10ml de etOH al 65%: 6,5ml etOH absoluto + 3,5ml agua 

- Para preparar la dilución madre 100mM del resveratrol se diluyeron 1,32 mg de resveratrol, 

(conservado en polvo a -20ºC) en 57,50 µl de etanol al 65%. Antes de comenzar, tener en cuenta 

que hay que protegerlos de la luz y que, una vez preparada la dilución madre se conserva en 

congelación. 

El tratamiento con resveratrol se realizó de la siguiente forma: 

- Las muestras y controles de hHF-MSCs expandidas en pocillos de placas de 12 pocillos, por 

triplicado, se mantuvieron en cultivo hasta alcanzar la confluencia un 80% de confluencia.  
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- Para analizar el efecto del resveratrol en la recuperación de cultivos. Excepto a los controles, se 

adicionó resveratrol 10 µM a cada muestra. Tanto controles como las muestras se mantuvieron 

en cultivo durante 5 días más para provocar la sincronización celular en fase G0/G1.  

- Tras los cinco días, se realizó un lavado, tanto a las muestras como a los controles, y se mantuvieron 

con medio de cultivo sin suero durante 48 horas para mantenerlas en estado de deprivación y 

favorecer la detención del ciclo celular.  

- Tras las 48 horas se analizó el ciclo celular, la síntesis de ADN, la apoptosis y la necrosis de las 

poblaciones hHF-MSC.  

3.3 TRIPSINIZACIÓN. 

Una vez que las células alcanzaron la confluencia deseada según el ensayo al que iban destinadas, 

y para poder realizar el posterior pase, se despegaron de la superficie por tripsinización. Para ello, se 

empleó tripsina al 0,25 % y EDTA al 0,02 % (Gibco) por la actividad proteasa de la tripsina, que puede 

digerir la matriz extracelular y algún grado de dominios extracelulares de proteínas de adhesión (Vargas 

et al., 2016). El agente quelante EDTA se empleó porque muchas de las moléculas de adhesión son 

dependientes de calcio (cadherinas).    

Antes de añadir la tripsina, se realizaron dos lavados con PBS 1X (Lonza) para retirar restos de suero que 

pudieran inactivar la tripsina. Una vez retirado el PBS, se añadió tripsina-EDTA y se mantuvo en incubación 

durante 5 min a 37 oC. Tras el levantamiento de las células se inhibió rápidamente la acción de la tripsina 

con un suero de inactivación que contenía DMEM (cat. Nº: 11965092; Gibco) suplementado con un 10% 

de suero para evitar la muerte celular por la acción de la tripsina. 

La suspensión celular se llevó a un tubo de fondo cónico de 15 mL para su centrifugación y posterior 

recuento y pase.  

En el caso de levantar las células para caracterizarlas mediante anticuerpos marcados con fluorocromos, 

hay que tener en cuenta que la tripsina puede destruir el epítopo de la proteína que deseamos detectar, 

por lo que en estos casos se empleó EDTA 10 mM en PBS (PBS-EDTA, Lonza) para despegarlas de la 

superficie de adhesión. El protocolo de uso consistió en realizar dos lavados previos de nuestras células 

con PBS 1X, retirar y añadir el PBS-EDTA. Se mantuvo a temperatura ambiente durante 5 minutos 

facilitando la pérdida de adhesión celular mecánicamente mediante suaves golpes laterales al recipiente 

de cultivo. Se recogió el contenido del recipiente de cultivo y se introdujo en un tubo de centrifugación 

de 15 ml, para su posterior recuento celular. 
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3.4 RECUENTO CELULAR Y VIABILIDAD. 

Para llevar a cabo los recuentos celulares, una vez tripsinizadas las células, se procedió a su 

centrifugación a 1.200 rpm durante 5 min. Posteriormente, se desechó el sobrenadante y se añadió PBS 

1X hasta completar 1 ml de suspensión celular. 

Tras resuspender las células mediante agitación manual suave, se mezclaron 10 µL de la suspensión celular 

con 10 µL de azul tripán al 0,4% (Cat. Nº: 1450021; Biorad). El recuento celular se realizó en 10 µL de la 

mezcla (por duplicado) mediante el contador de células automatizado TC20™ (BioRad), de acuerdo con el 

método de exclusión con colorante azul tripán. Los resultados mostrados por este equipo indicaron el 

número de células totales y viables por mL. 

3.5 CINÉTICA DE CRECIMIENTO Y RENDIMIENTO TEÓRICO. 

Para analizar la cinética de crecimiento de las hHFSCs se calculó la duplicación de la población (PD), 

el tiempo de duplicación de la población (PDT) y el valor acumulado de las duplicaciones de la población 

(cPD). 

Para el cálculo de PD y PDT se emplearon las siguientes fórmulas, teniendo en cuenta los recuentos 

celulares. 

𝑃𝐷 =
log (

𝑁𝑡
𝑁0

)

𝑙𝑜𝑔2
 

 

 

𝑃𝐷𝑇 = 𝑡
𝑙𝑜𝑔2

log (
𝑁𝑡
𝑁0

)
 𝑃𝐷𝑇 =

𝑡

𝑃𝐷
 

 

Donde t es el periodo de tiempo en cultivo en horas, N0 se corresponde con la densidad de siembra y Nt 

con el número de células en el tiempo t. 

El número mínimo de MSCs clínicamente relevante es de 140 x 106 (Petrenko et al, 2020). Para valorar los 

datos de tiempo y pases necesarios para obtener el número de células clínicamente relevante se calculó 

el rendimiento teórico celular. Esta predicción teórica se obtuvo utilizando la siguiente fórmula (Petrenko 

et al., 2020):  

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑜 𝑑𝑒 𝑀𝑆𝐶𝑠 =  𝑁ℎ𝑋 𝑥 2 𝑐𝑃𝐷 

donde NhX es número de células obtenidas tras llegar a confluencia en dicho pase y cPD el número de 

duplicaciones de la población acumuladas. 
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3.6 CRIOPRESERVACIÓN. 

Para criopreservar las hHFSCs se realizó primero un recuento celular. Tras el recuento, se repitió 

una centrifugación a 1.200 rpm durante 5 minutos para resuspender el pellet celular en 800 µl de DMEM 

rico en glucosa (cat. Nº: 11965092; Gibco). En cada criovial (de 1,5 ml) se introdujeron entre 5 x 105 y 1 x 

106 células, y entre los pases 2 y 3.  

El medio para preservar en congelación a las hHFSCs estaba compuesto por 800 µL de DMEM rico en 

glucosa, 100 µL de lisado de plaquetas humano o de suero heterólogo (según el tipo de suero con el que 

se expandieron), y 100 µL de DMSO (Sigma-Aldrich). Debido a la toxicidad del DMSO se mantuvieron los 

crioviales en frío dentro de un recipiente que contiene isopropanol (Mr. Frosty; Nalgene) durante su 

transporte al ultracongelador de -150 oC. 

3.7 DESCONGELACIÓN. 

Las células se descongelaron y expandieron en los pases 4, 5 y 6. 

Para el transporte de los crioviales al laboratorio se empleó un recipiente Mr. Frosty, que permite un 

descenso gradual de la temperatura. Los crioviales se introdujeron en el baño termostático a 37 oC, 

evitando la contaminación de la zona del tapón. Asimismo, y hasta su descongelación, se fueron moviendo 

con movimientos circulares suaves. 

Una vez descongelado, añadimos gota a gota el contenido de un vial en un tubo cónico de 15 mL que 

contenía DMEM frío (cat. Nº: 11965092; Gibco), para evitar la muerte celular por acción de la toxicidad 

del DMSO. 

Tras mezclar suavemente con la mano, y centrifugar posteriormente a 1.200 rpm durante 5 minutos, 

desechamos el sobrenadante y añadimos las células a un frasco de cultivo de 25 cm2. Se obervaron al 

microscopio invertido las células descongeladas flotando y se incubaron a 37 oC y 5% de CO2 en 

condiciones de humedad. 

3.8 MICROSCOPÍA. 

La observación de la morfología de las células y su expansión en monocapa y/o formación de 

agregados multicapa se monitorizó bajo un microscopio invertido de contraste de fases (NIKON Eclipse TS 

100) y se tomaron imágenes (720 x 576 µm2) con una cámara a color (modelo ICD-879P, Ikegami).  
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4 DIFERENCIACIÓN CELULAR. 

4.1 DIFERENCIACIÓN A LINAJES MESODÉRMICOS. 

Las hHFSCs se sometieron a tres procesos de diferenciación celular a linaje mesodérmico hacia las líneas 

adipogénica, osteogénica y condrogénica.  

Todos los ensayos de diferenciación se realizaron por triplicado y se emplearon dos tipos de controles: un 

blanco de la tinción de la superficie de las placas de cultivo vacías y un control negativo de la 

diferenciación. Como control negativo de la diferenciación se emplearon hHFSCs mantenidas en un estado 

de deprivación suave con medio de cultivo basal DMEM bajo en glucosa (cat. Nº: 11564446; Gibco) 

suplementado con un menor porcentaje de suero bovino fetal (10%) (cat. Nº: 16140063; ThermoFisher 

Scientific) para facilitar su quiescencia sin provocar la muerte celular durante los días en los que tuvo lugar 

la diferenciación celular.  

4.1.1 Diferenciación adipogénica. 

Antes de la diferenciación celular, las hHFSCs en pase 6 se sembraron por triplicado con una 

densidad de siembra de 12. 500 células/cm2 en pocillos de placas de 12 pocillos, y fueron expandidas en 

medio de cultivo basal DMEM rico en glucosa (cat. Nº: 11965092; Gibco) suplementado con un lisado de 

plaquetas humano comercial (Stemulate™ Human Platelet Lysate Cell Culture Media Supplement; PL-NH-

100; COOK) al 30%, hasta alcanzar un 80-90% de confluencia.  

Para la diferenciación adipogénica se empleó el medio de inducción del kit de diferenciación de 

adipogénesis (cat. Nº: A1007001; StemPro™; Gibco), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se 

realizaron cambios de medio cada 3-4 días durante 21 días.  

Tras la diferenciación, se realizó una tinción con Oil Red (cat. Nº: O1391; Sigma-Aldrich) para detectar los 

depósitos de lípidos formados por las células diferenciadas.  

El protocolo de tinción utilizado fue el siguiente: 

-  Tras aspirar el medio empleado para la expansión de las células se procedió a realizar dos lavados 

con PBS 1X. 

- Para fijar la muestra se añadió 1mL de formaldehido en cada pocillo y se mantuvo durante 30 

minutos a temperatura ambiente. Durante los 30 minutos de fijación se preparó una solución 

de Oil Red (Oil Red Working solution) de la siguiente forma:  
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- La solución Oil Red Working solution se preparó con 3 partes de Oil Red y 2 partes de agua 

desionizada.  

- Posteriormente se dejó reposar a temperatura ambiente durante 20 minutos y se filtró con 

un filtro con poro 0,22 µm (cat. Nº: 431219, Corning). 

- Tras el periodo de fijación con paraformaldehído al 4% (cat. Nº: AR1068; Quimigen), se 

realizaron dos lavados con PBS 1X. 

- A continuación, se añadió a cada pocillo 1 mL de isopropanol al 60% y se mantuvo a 

temperatura ambiente durante 5 minutos.  

- Tras retirar el isopropanol y dejar secar completamente la placa, se incorporaron en cada 

pocillo 400 microlitros de una solución de Oil Red (Oil Red Working solution) filtrada y se 

mantuvo a temperatura ambiente durante 5 minutos. A continuación, se retiró esta solución e 

inmediatamente se realizaron 4 lavados con agua. 

- Después del último lavado se añadió agua destilada para observar las células al microscopio y 

fotografiar. Se observaron vesículas lipídicas en el interior de las células teñidas de rojo. 

La cuantificación del Oil Red se realizó según el siguiente protocolo: 

- Tras retirar el agua de los pocillos y dejar secar la placa, se añadió a cada pocillo 1,5 mL de 

isopropanol al 100% durante 10 minutos.  

- A continuación, se resuspendió varias veces el isopropanol para recoger todo el Oil Red y se 

transfirió a un microtubo de 1,5 mL. 

- Posteriormente se procedió a la lectura de la densidad óptica a 510 nm en un lector de placas. 

Como blanco se empleó un pocillo vacío teñido con Oil Red que siguió el mismo protocolo de 

tinción que las muestras, al igual que se realizó con el control (células sin diferenciar). 

4.1.1 Diferenciación osteogénica. 

Las hHFSCs en pases 12 a 14 se sembraron por triplicado con una densidad de siembra de 12.500 

células/cm2 en placas de 12 pocillos, y fueron expandidas en medio de cultivo basal DMEM rico en glucosa 

(cat. Nº: 11965092; Gibco) suplementado con suero bovino fetal al 30%, hasta alcanzar un 80-90% de 

confluencia.  

Para la diferenciación osteogénica se empleó un medio de inducción un kit de diferenciación de 

osteogénesis (cat. Nº: A1007201; StemPro™; Gibco), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se 

realizaron cambios de medio cada 3 o 4 días durante 21 días.  
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Tras la diferenciación, se realizó una tinción con Alizarin Red O (cat. Nº: TMS-008; Sigma-Aldrich) para 

detectar la formación de nódulos de calcio tras la mineralización de la matriz secretada por los 

osteoblastos.  

El protocolo de tinción utilizado fue el siguiente: 

- Tras aspirar el medio empleado para la expansión de las células se procedió a realizar dos lavados 

con PBS 1X. 

- Para fijar la muestra se añadió 1mL de paraformaldehido al 4% (cat. Nº: AR1068; Quimigen) en cada 

pocillo y se mantuvo durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

- Tras el periodo de fijación con paraformaldehído, se realizaron 3 lavados de 10 minutos con agua 

destilada. 

- A continuación, y tras retirar el agua, se añadió a cada pocillo 1 mL de Alizarin Red 40mM y se 

incubó a temperatura ambiente durante 20 minutos. 

- Posteriormente, se eliminó el colorante y se realizó un lavado con agua destilada realizando 

movimientos suaves. A continuación, se realizaron dos lavados de 10 minutos con agua destilada. 

Antes de retirar el agua del último lavado se procedió a observar la formación de nódulos de calcio 

al microscopio. Estos depósitos de calcio se tiñen de un rojo intenso. 

Para la cuantificación del colorante retenido en los depósitos de calcio se siguió el siguiente protocolo: 

- Tras retirar el agua de los pocillos y dejar secar la placa, se introdujo ésta en el congelador hasta 

observar la congelación de la superficie de los pocillos.  

- Para extraer el colorante se añadieron a cada pocillo 400 µL de ácido acético al 10% y se mantuvo 

a temperatura ambiente durante 30 minutos en agitación. Tras este periodo se despegaron 

mecánicamente las células, se transfirió todo el volumen a un microtubo de 1,5 mL y se agitó 

vigorosamente con un vortex durante al menos 30 segundos, hasta observar la disolución del 

colorante. 

- Tras calentar las muestras a 85 oC durante 10 minutos e incubar posteriormente en hielo durante 

5 minutos, se centrifugaron a 15.000 rpm durante 15-20 minutos. 

- A continuación, se transfirieron 40 µL del sobrenadante a un nuevo microtubo y se neutralizó el 

ácido acético con hidróxido amónico al 10%. 
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- Posteriormente se realizó la lectura de la densidad óptica a 405 nm en un lector de placas. Como blanco 

se empleó un pocillo vacío teñido con Alizarin Red que siguió el mismo protocolo de tinción que las 

muestras, al igual que se realizó con el control (células sin diferenciar). 

4.1.1.1 Recuperación de medios condicionados inductores de la osteogénesis. 

Para realizar ensayos de inducción osteogénica a partir de los medios condicionados secretados 

por los osteoblastos, obtenidos tras la diferenciación de las hHF-MSCs, se llevó a cabo el siguiente 

procedimiento: 

- Tras el periodo de diferenciación osteogénica, antes de proceder a la tinción, y sin realizar ningún 

lavado previo, se retiró el medio de los pocillos y se llevó a un tubo cónico de 15 ml. 

- A continuación, los medios recolectados se centrifugaron a 1.200 rpm durante 5 min y el 

sobrenadante se empleó para la inducción osteogénica de hHF-MSCs. En caso de no emplearse 

inmediatamente debe congelarse a – 80 oC. 

4.1.1 Diferenciación condrogénica. 

Las hHFSCs en pases 12 a 14 se sembraron por triplicado en placas de 96 pocillos con fondo en “U”, 

con una densidad de siembra de 200.000 células por pocillo y se incubaron durante 24 horas.  

Para la diferenciación condrogénica se empleó el kit de diferenciación de condrogénesis (cat. Nº: 

A1007101; StemPro™; Gibco), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realizaron cambios de medio 

cada 3-4 días durante 21 días.  

Tras la diferenciación, se realizó una tinción con Alcian Blue 8GX (cat. Nº: A3157; Sigma-Aldrich) para 

detectar la producción de proteoglicanos sulfatados, En las células control negativo (sin diferenciar) se 

puede observar si se produce una tinción azul pálido en estas muestras sin diferenciar, ya que la 

observación de las células teñidas de azul pálido es indicativo de la presencia de células madre 

mesenquimales del folículo piloso que, a diferencia de los fibroblastos, son capaces de teñirse con este 

colorante y con un tono pálido.   

El protocolo de tinción utilizado fue el siguiente: 

- Tras aspirar el medio empleado para la expansión de las células se procedió a realizar dos lavados 

con PBS 1X. 

- Para fijar la muestra se añadieron 90 µL de paraformaldehido al 4% (cat. Nº: AR1068; Quimigen) a 

cada pocillo y se mantuvo durante 3 horas a temperatura ambiente y con movimientos en vaivén. 

- Tras el periodo de fijación con paraformaldehído, se realizaron 2 lavados con agua destilada. 
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- A continuación, y tras retirar el agua, se añadió a cada pocillo 80 µL de ácido acético al 3% y se 

incubó a temperatura ambiente durante 3 minutos. 

- Posteriormente, se añadieron 80 µL de Alcian Blue al 1% durante 1 hora en oscuridad a temperatura 

ambiente y con movimientos de vaivén.  

- Tras retirar el colorante se realizaron dos lavados de 10 minutos con una disolución formada con 

una mezcla de etanol 98% y ácido acético 98% en una proporción 3:2.  

- Tras retirar la solución de lavado se añadió PBS 1X y se capturó la imagen al microscopio. Los 

proteoglicanos sulfatados se tiñen de azul. 

Para la cuantificación del colorante se siguió el siguiente protocolo: 

- Para recuperar el colorante se añadió SDS al 1% y se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 

minutos. Durante este periodo se recuperó por raspado todo el contenido del pocillo y se transfirió 

a un microtubo de 1,5 mL. Posteriormente se favoreció la recuperación del colorante mediante 

agitación vigorosa en el vórtex. 

- A continuación, se incubó la muestra a 90 oC durante 1 hora, agitando vigorosamente los 

microtubos con el vórtex cada 10 minutos.  

- Para finalizar, se realizó la lectura de la densidad óptica a 630 nm en un lector de placas. Como blanco 

se empleó un pocillo vacío teñido con Alcian Blue que siguió el mismo protocolo de tinción que las 

muestras, al igual que se realizó con el control (células sin diferenciar). 

4.2 DIFERENCIACIÓN A LINAJES ENDODÉRMICOS. 

La diferenciación a linajes endodérmicos se llevó a cabo para averiguar si en la población hHFSC 

habían proliferado células madre con potencial pluripotente, debido a la presencia de células Muse en la 

dermis. 

Para llevar a cabo el proceso de diferenciación celular se procedió a sembrar las hHFSCs en pocillos de 

tipo transwell con un tamaño de poro de 0,4 µm recubiertos con colágeno tipo IV (cat. Nº: CLS3422-48EA; 

Corning). La diferenciación se realizó según el protocolo de Wong et al. (2012).  

Tras la siembra de las hHFSCs en los transwell, la inducción a la diferenciación se llevó a cabo con 100 

ng/ml de activina-A (cat. Nº: 338-AC/CF; R&D Systems) y 25 ng/mL de WNT3A (cat. Nº: 5036-WN/CF; R&D 

Systems) durante 4 días consecutivos en un medio de cultivo Knockout DMEM-F12 sin suero (cat. Nº: 

A1370801; Gibco) con penicilina / estreptomicina (cat. Nº: 17-602E; Lonza), aminoácidos no esenciales 

100X (cat. Nº: 11140-035; Gibco) y 2-mercaptoetanol 0,5 mM (cat. Nº: 31350-010; Gibco). El tratamiento 
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con activina-A y Wnt3A durante 4 días es suficiente para inducir a endodermo un gran porcentaje de 

células determinado por la coexpresión de CXCR4 y cKIT, y los factores de transcripción del endodermo 

FOXA2 y SOX17 (Wong et al., 2012). 

Tras la diferenciación celular se procedió a analizar la expresión de los marcadores CD117 y CD184 

mediante citometría de flujo (apartado 5.2); así como la expresión génica de los genes FOXA2 y SOX17 

(apartado 6). 

5 CITOMETRÍA DE FLUJO. 

5.1 ANTÍGENOS DE SUPERFICIE MESENQUIMALES. 

Las células hHFSCs fueron sembradas por duplicado y cultivadas con medio completo hasta 

alcanzar los pases 4, 5 y 6 para analizar sus antígenos de superficie mediante citometría de flujo. Los 

marcadores analizados fueron: CD73, CD90 y CD105 (marcadores mesenquimales), CD14, CD34 y CD45 

(no presentes en células madre mesenquimales), definidos por la ISCT (International Society for Cellular 

Therapy) para la caracterización mesenquimal (Dominici et al., 2006). Para cada muestra y cada control 

se empleó una concentración de un millón de células por mililitro. 

5.1.1 Anticuerpos 

Para el estudio de caracterización de los marcadores de superficie se emplearon anticuerpos 

primarios conjugados con fluorocromo. Los anticuerpos empleados fueron anti-Human CD73 PE (; 

eBioscience), anti-Human CD90 (Thy-1) FITC (eBioscience), anti-Human CD105 (Enoglin) APC (Cat. Nº: 17-

1057-41; eBioscience), anti-Human CD14 FITC (Cat. Nº: 11-0149-41; eBioscience), anti-Human CD34 APC 

(Cat. Nº: 17-0349-41; eBioscience), anti-Human CD45 PE (Cat. Nº: 12-9459-41; eBioscience) y como 

control de uniones indeseadas del anticuerpo se empleó Mouse lgG1 K Isotype Control PE (Cat. Nº: 12-

4714-41; eBioscience), adquiridos a Fisher Scientific. 

La concentración y especificidad de cada anticuerpo estaba validada para la técnica de citometría de flujo, 

por lo que se siguieron las instrucciones del fabricante, empleándose las concentraciones de anticuerpo 

indicadas por el mismo. 

5.1.2 Muestras y controles 

Cada una de las muestras celulares a analizar (106 células) fueron teñidas con tres anticuerpos 

distintos, marcados cada uno con un fluorocromo distinto: PE, APC y FITC. El análisis de antígenos de 

superficie que fueron teñidos con diferentes anticuerpos que compartían un mismo fluorocromo se 

llevaron a cabo en ensayos diferentes. 
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Como controles para cada una de las citometrías realizadas se emplearon tres controles de solapamiento 

o superposición espectral, un control de isotipo y un control negativo.  

5.1.2.1 Controles de superposición espectral 

Al llevar a cabo los ensayos de citometría con tres fluorocromos distintos a la vez, los espectros de 

emisión podrían llegar a solaparse. Esto puede corregirse mediante un proceso de compensación, 

mediante el que se estima el solapamiento de los espectros y se elimina de la señal total detectada. 

Se prepararon tres controles de solapamiento, para cada ensayo de citometría, consistentes en 106 células 

marcadas únicamente con FITC, 106 células marcadas sólo con PE y 106 células con APC.  

5.1.2.2 Controles de isotipo 

Los controles de isotipo son anticuerpos con el mismo isotipo que los anticuerpos primarios que 

empleamos para la caracterización, pero específicos de un antígeno no presente en la muestra. Están 

diseñados para reconocer moléculas que nunca están presentes en las células de estudio; así, el marcaje 

que aparezca será únicamente debido a uniones inespecíficas.  

La inmunoglobulina IgG1 kappa de ratón monoclonal se emplea como control de isotipos. Esta IgG1 kappa 

de ratón es segregada por la estirpe celular P3, que tiene una especificidad de unión desconocida y se 

utiliza como control de isotipos para anticuerpos IgG1 de ratón. Este control de isotipo comparte un 

isotipo de la IgG con los marcadores de superficie a analizar en las hHFSCs, por lo que se ha empleado 

este isotipo para detectar si hay señal inespecífica. 

5.1.2.3 Control negativo 

El control celular negativo consistió en células sin marcar, ya que sirve como control negativo de 

fluorescencia y nos permitirá, a su vez, detectar la autofluorescencia propia de las hHFSCs. Algunos 

componentes celulares como el NADPH son capaces de emitir fluorescencia por sí mismos, enmascarando 

la señal específica del antígeno. La autofluorescencia propia de las células se corrigió mediante 

compensación. 

5.1.2.4 Control de viabilidad celular 

Otro de los controles recomendados en citometría de flujo es el de viabilidad celular. Existen 

marcadores como el ioduro de propidio que discriminan entre células vivas y muertas, siendo éstas 

últimas las que quedan teñidas con este marcador. Debido a que la señal de fluorescencia del ioduro de 

propidio interfiere con la fluorescencia emitida por el fluorocromo PE, no se empleó en estos ensayos, 

siendo analizada la viabilidad de forma paralela con azul tripán en cámara de recuento. 
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5.1.3 Protocolo de preparación celular para citometría 

Las células hHFSCs fueron tripsinizadas durante 5 minutos a 37ºC y lavadas con PBS 1X. Tras un 

segundo lavado con albúmina de suero bovino al 1% en PBS (PBS-BSA), fueron resuspendidas en 100 µL 

PBS-BSA a una concentración de 106 célulasmL-1.  

Se incubaron 100 µL de cada suspensión celular con 5 µL del anticuerpo primario correspondiente a cada 

tubo durante 60 minutos en hielo con una exposición mínima a la luz, siendo mezclados suavemente 

durante el periodo de incubación. En el caso de los anticuerpos marcados con APC, se añadieron 7,5 µL.  

Tras el período de incubación se añadieron 2 mL de PBS-BSA y se mezclaron suavemente. Los tubos fueron 

centrifugados a 1200 rpm durante 5 minutos y, tras retirar el sobrenadante, se resuspendieron las células 

en 500 µL de PBS 1X. Posteriormente, se procedió al análisis de las muestras en el citómetro de flujo.  

En el caso de que el tiempo entre las tinciones y la introducción al citómetro fueran de más de dos horas, 

se fijaron las células con paraformaldehído al 0,5%, con el fin de estabilizar el marcaje. 

5.2 OTROS MARCADORES DE SUPERFICIE NO MESENQUIMALES. 

Para el estudio de caracterización de los marcadores CD117 y CD184, se emplearon anticuerpos 

primarios conjugados con fluorocromo, siguiendo el mismo procedimiento, y con el mismo número de 

controles, que para el estudio de los antígenos de superficie por citometría de flujo (apartado 5.1).  

Los anticuerpos empleados fueron Anti-Human CD117 (c-Kit) PE (Cat. Nº: 12-1171-82; eBioscience) y Anti-

Human CD184 (CXCR4) APC (Cat. Nº: 17-9991-82; eBioscience) y, como isotipo control, Mouse lgG2a K 

Isotype Control APC (Cat. Nº: 47-4724-81; eBioscience). 

5.3 FASES DEL CICLO CELULAR. 

Las células hHFSCs fueron sembradas por duplicado y cultivadas con medio completo hasta 

alcanzar los pases 5 y 6 para analizar su ciclo celular mediante citometría de flujo. Para el estudio del ciclo 

celular se empleó ioduro de propidio (Cat. Nº: 25535-16-4; Sigma).  

La preparación de las células para el análisis del ciclo celular se realizó de la siguiente forma: 

- Todas las células de las muestras y controles se cultivaron con medio suplementado con lisado de 

plaquetas humano comercial hasta alcanzar la confluencia celular y se preparó una suspensión 

de 1 millón de células en 1 mL de PBS 1X. 
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- Las muestras y los controles fueron fijados con etanol al 70% frío, tras la adición de 4 mL de etanol 

gota a gota, y con agitación suave. Tras la adición del etanol, se mantuvieron las muestras a 4 

oC durante 60 minutos.  

- Posteriormente, se realizaron 2 lavados con PBS 1X. En el segundo lavado se mantuvo el PBS 

durante 15 minutos. 

- Tras una centrifugación a 1.200 rpm durante 5 minutos se descartó el sobrenadante y se 

añadieron 250 microg/ mL de RNasa (RNase Cocktail; cat. Nº: 10036284; Invitrogen). 

- A continuación, se añadieron 5 µL de ioduro de propidio a las células que se deseaba analizar para 

tener una concentración de 5 µg/ mL, mientras que las células control no fueron teñidas con 

ningún reactivo.  

- Posteriormente, se añadió PBS 1X hasta completar 1 mL de medio y se incubó en oscuridad a 

temperatura ambiente durante 1 hora y se analizó su ciclo celular mediante citometría de flujo.  

El ioduro de propidio es un intercalante de ADN que permite detectar las células en fase G2/M, siendo 

éstas dos veces más brillantes, aproximadamente, que las células en fase G0/G1. Para el cálculo del índice 

de proliferación se aplicó la siguiente fórmula: 

 𝐼𝑃 = (𝑆 + 𝐺2/𝑀)/ (𝐺0/𝐺1 + 𝑆 + 𝐺2/𝑀) 

5.4 APOPTOSIS Y NECROSIS. 

El análisis de la apoptosis y de la necrosis en la población hHFSC se llevó a cabo con el kit CellEvent™ 

Caspase-3/7 Green Flow Cytometry Assay Kit (cat. Nº: C10427; ThermoFisher Scientific). Este kit permite 

la detección mediante citometría de flujo de las caspasas 3 y 7 en células apoptóticas (caspasa-3/7 

CellEvent™) y detecta las células muertas mediante SYTOX ™ AADvanced™. 

Las células en cultivo fueron lavadas con PBS 1X (Lonza) para su posterior incubación en tripsina 0,25% 

durante 5 min a 37 oC. El pellet celular fue resuspendido con PBS-BSA (2% en BSA) y se procedió al 

inmunomarcaje según las especificaciones de la casa comercial: incubación de 106 células/ mL con 1 µL 

de CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detection Reagent durante 45 – 60 minutos a temperatura ambiente y 

protegido de la luz. Durante los últimos 5 minutos, se añadió 1 μl de SYTOX™ AADvanced™ 1 mM en DMSO 

y se mezcló suavemente. 

Las muestras se analizaron, sin lavarlas ni fijarlas, mediante citometría de flujo, usando una excitación de 

488 nm y recolectando la emisión de fluorescencia con un filtro 530/30 BP o equivalente para CellEvent™ 

Caspase-3/7 Green Detection Reagent y un filtro 690/50 BP o equivalente para SYTOX™ AADvanced ™ 

tinción de células muertas. La autofluorescencia de las células se corrigió mediante compensación. 
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5.5 ANÁLISIS DE DATOS EN EL CITÓMETRO DE FLUJO. 

Los datos de citometría de flujo se obtuvieron con un citómetro Gallios Flow Cytometer con diez 

colores y tres láseres (Beckman Coulter), y los datos fueron analizados con el Software Summit v4.3 (Dako) 

y Gallios software v1.2 (Beckman Coulter) en el Servicio General de Investigación SGIker "Servicio de 

Microscopía Analítica y de Alta Resolución en Biomedicina" de la UPVEHU, cuyo personal técnico se 

encarga del análisis de las muestras preparadas para ser introducidas en el citómetro y del procesamiento 

y análisis de los resultados crudos obtenidos. 

6 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA. 

Los ensayos de expresión génica se realizaron para evaluar el potencial de diferenciación de 

endodermo de la población hHFSC. Todos los ensayos se realizaron por triplicado (n=3; pases 5-6).  

El resto de los resultados de expresión génica mostrados en este trabajo fueron facilitados por el Grupo 

BIOMICs (UPV/EHU) para el análisis de la caracterización fenotípica y funcional de las hHFSCs, y por IIS 

BIOARABA para la orientación sobre la obtención de osteoblastos tras la diferenciación osteogénica de las 

hHFSCs.  

6.1 EXTRACCIÓN DE ARN TOTAL. 

La extracción del ARN total de las células hHFSCs en pases 5 – 6, previamente tripsinizadas y lavadas 

con PBS 1X, se realizó en mediante el kit RNeasy Mini Kit (cat. Nº: 74104; Qiagen), siguiendo el siguiente 

procedimiento:  

- Previamente a la extracción de RNA se esterilizó mediante autoclave el homogeneizador de células. 

Para la extracción del RNA se emplearon 1 millón de células. Se lisaron a temperatura ambiente 

con 600 µL del tampón de lisis del kit de extracción y tras la centrifugación para retirar el PBS, se 

disgregó el pellet con pequeños movimientos. La mezcla se pasó al homogeneizador durante 1 

minuto para lisar las células.   

- Tras la lisis, se añadieron 600 µL de etanol al 70%, se mezcló suavemente y se transfirieron a una 

columna RNeasy spin con tubo de 2ml. Posteriormente, se centrifugó durante 15 segundos a 

10.000 rpm y se descartó lo eluído.   

- Tras añadir 350 µL de buffer RW1 a la columna RNeasy spin, se centrifugó de nuevo a 10.000 rpm 

durante otros 15 segundos y se descartó el eluato. Este proceso se realizó de nuevo tras la 

eliminación de ADN. 
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- Para eliminar cualquier exceso de ADN se añadieron 80 µL de DNase I incubation mix  a la columna y 

se mantuvo en reposo durante 15 min a temperatura ambiente.  

- Posteriormente, se añadieron 500 µL Buffer RPE a la columna y se repitió el proceso de 

centrifugación, descartando a continuación lo eluído.  

- Finalmente, se pasó la columna a un tubo de 1,5 mL libre de RNasas (cat. Nº: AM12400; Ambion) y 

se incorporaron 30-50 µL de RNase-free water. Tras una centrifugación a 10.000 rpm durante 1 

minuto se recuperó la fracción eluída que contenía el ARN extraído y se conservó a -80 oC. 

La pureza y concentración del ARN total extraído se estimó mediante espectrotometría con Nanodrop 

1000 (Thermo Scientific). 

6.2 OBTENCIÓN DE ADN COMPLEMENTARIO. 

La retrotranscripción se realizó a partir de 1 µg de ARN total mediante la PCR el kit RT2 First Strand 

Kit (cat. Nº: 330401; Qiagen) con 1 ciclo de 15 minutos a 42 oC y un ciclo de 5 minutos a 95 oC. El ADN 

complementario (cDNA) obtenido se conservó a -20 oC hasta su análisis. 

6.3 PCR A TIEMPO REAL. 

La amplificación de los cDNA se llevó a cabo en un termociclador Applied Biosystems 7000 Real-

Time PCR System.  

Las sondas empleadas para la ampliación del cDNA fueron TaqMan Gene 75 rxns SOX17 (cat. Nº: 

Hs00751752_s1; ThermoFisher Scientific) y TaqMan Gene 75 rxns FOXA2 (cat. Nº: Hs05036278_s1; 

ThermoFisher Scientific). 

Las condiciones de amplificación para los genes SOX17 y FOXA2 fueron las establecidas por el fabricante: 

1ciclo de 10 minutos a 95 oC, 40 ciclos de 15 segundos a 95 oC y 1 minuto a 60 oC.  

Las muestras se analizaron por triplicado en una placa de PCR de 96 pocillos con sus correspondientes 

controles de diferenciación negativos. Se usó el gen de referencia (housekeeping) ACTB (beta-actin) para 

la normalización de los datos.  

Cada gen analizado genera una amplificación a un ciclo umbral (Ct) que se normalizó con el valor medio 

Ct de los controles housekeeping para poder cuantificar la expresión génica. La cuantificación relativa 

utiliza los valores Ct de las muestras a analizar, de sus controles y de los controles housekeeping en el 

método 2 –∆∆Ct: Para obtener el valor normalizado del nivel de expresión de cada gen se realizaron los 

siguientes cálculos: 
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∆𝐶𝑡 =  𝐶𝑡 𝑔𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑡𝑢𝑑𝑖𝑜 –  𝐶𝑡 𝑔𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 

∆∆𝐶𝑡 =  ∆𝐶𝑡 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 −  ∆𝐶𝑡 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 

El nivel de expresión diferencial de los genes de estudio se calculó con la siguiente fórmula  

𝐹𝑜𝑙𝑑 𝐶ℎ𝑎𝑛𝑔𝑒 =  2 – (∆𝐶𝑡 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 −  ∆𝐶𝑡 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙) 

Para los análisis estadísticos se consideraron estadísticamente significativos los valores p<0,05. 

 

7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

Los datos estadísticos descriptivos de los resultados de este trabajo se presentan como media ± 

desviación estándar y como mediana, cuartiles 1 y 3 e intervalo de confianza del 95%. Además, en algunos 

análisis también se presentan los valores máximo y mínimo que, a su vez, quedan representados en todos 

los gráficos de cajas y bigotes.  

En diferentes partes del estudio estadístico, para la comparación de variables que siguen una distribución 

normal se ha realizado mediante la prueba t-Student para dos grupos. Las variables continuas sin una 

distribución normal se han analizado aplicando la prueba Kruskal-Wallis para la comparación de tres o 

más grupos, aplicando la corrección de Bonferroni, y la prueba Wilcoxon-Mann-Whitney para la 

comparación de dos grupos. Finalmente, la estimación de normalidad de las variables se ha establecido 

haciendo uso de métodos no paramétricos como Shapiro-Wilk o Kolmogorov-Smirnov. Los datos fueron 

analizados utilizando el lenguaje de programación estadística R, versión 3.6.1. y mediante el software 

GraphPad (San Diego, California USA, www.graphpad.com 

La realización de los gráficos se llevó a cabo mediante el programa GraphPad. Este software incluye 

regresión no lineal con funcionalidades para las comparaciones de modelos estadísticos y el desarrollo de 

modelos predictivos, por lo que también fue utilizado para tal fin.  

Las ecuaciones de los modelos de regresión logística describen los procesos de obtención de un éxito 

como log odd. Un odd es una forma alternativa de expresar la posibilidad de ocurrencia de un evento de 

interés o de presencia de una exposición.  

Las curvas ROC muestran 

 la relación entre la habilidad del modelo para clasificar correctamente los casos positivos y los negativos. 

La proporción de casos positivos se corresponde con la sensibilidad, mientras que la proporción de casos 

negativos se corresponde como 1-especificidad. 

http://www.graphpad.com/


70 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV. RESULTADOS 

 

  



71 
 

1 OBTENCIÓN DE MSCS A PARTIR DE EXPLANTES DE 

FOLÍCULO PILOSO DE LA REGIÓN OCCIPITAL DEL 

CUERO CABELLUDO 

1.1 EXPLANTES DE FOLÍCULO PILOSO Y CULTIVO PRIMARIO. 

Los explantes de folículo piloso procedieron de donantes de la Clínica Dermatológica Ercilla. Se 

obtuvieron 2 lotes de 10 explantes de folículo piloso cada uno, procedentes de la zona occipital de 12 

donantes varones de 21 a 42 años y de una mujer de 47 años (N=12). Estos explantes procedentes de 

excedentes quirúrgicos obtenidos de la región occipital del cuero cabelludo fueron aportados con el tejido 

circundante microdiseccionado. Tras su recepción en el laboratorio fueron lavados cuidadosamente con 

PBS 1X suplementado con un 10% de antibiótico penicilina/estreptomicina. En la Figura 13 se muestra un 

pocillo con 5 explantes previamente lavados para iniciar el cultivo primario (Figura 13 - A) y la imagen 

ampliada de algunos explantes (Figura 13 – B). 

A 
 

 

B 
 

 

Figura 13. Explantes de folículo piloso. A) pocillo de una placa de 12 pocillos con 5 explantes. B) Folículos pilosos. El 
tamaño real de los explantes fue de alrededor de 3 mm de largo. 

 

1.1.1 Aislamiento y enriquecimiento de MSCs de folículo piloso. 

Al conjunto de células adherentes que se aíslan y proliferan de explantes de folículo piloso las 

hemos denominado células estromales derivadas de folículo piloso humano (hHFSCs), hasta su 

caracterización como hHF-MSCs (células madre mesenquimales del folículo piloso humano). Hay que 

tomar en consideración el hecho de que otras poblaciones celulares multipotentes, que comparten nicho 

con las hHF-MSCs, y que se encuentran también en otros nichos asociados al folículo piloso y tejidos 

circundantes, podrían ser aisladas conjuntamente con las hHF-MSCs y confundirse con ellas ya que 

también cumplen los criterios mínimos propuestos por la International Society for Cell & Gene Therapy 

(ISCT) para la definición de MSCs.  
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La selección de células mesenquimales que se aislaron de los explantes de folículo piloso se llevó a cabo 

de acuerdo con: a) su capacidad para migrar y adherirse a la superficie del frasco de cultivo, y b) con su 

capacidad de proliferación en función del medio de cultivo empleado. En la Figura 14 se representan los 

métodos de selección de hHF-MSCs. Como método de enriquecimiento en MSCs derivadas del folículo 

piloso, y para evitar la adhesión de células madre derivadas de la piel con origen en la cresta neural (SDSCs) 

localizadas en el bulge, se utilizaron frascos de cultivos sin recubrimientos proteicos y no se suplementó 

el medio con insulina-transferrina-selenio (ITS).  

Durante el proceso de aislamiento y expansión se favoreció la presencia de hHF-MSCs para 

posteriormente caracterizarlas y analizar la adecuación específica de este tipo celular en futuros ensayos 

de terapia celular. La proliferación de hHF-MSCs se favoreció mediante el empleo de un lisado de 

plaquetas humano comercial (HPL), que contiene al menos seis de los principales factores de crecimiento 

FGF2, PDGF, VEGF, EGF, TGF-β e IGF-1, como suplemento del medio basal DMEM rico en glucosa. Aunque 

el HPL pueda favorecer el aislamiento de otras poblaciones celulares distintas de MSCs, el porcentaje 

añadido (30%) fue superior al que habitualmente se emplea para el aislamiento y expansión de 

poblaciones celulares distintas a MSCs, como los fibroblastos dérmicos, progenitores epidérmicos o 

queratinocitos (10-20% de suero). El empleo de un 30% de suero como suplemento al medio basal de 

cultivo demostró una proliferación más eficiente de las hHF-MSCs ((datos obtenidos por el Grupo BIOMICs 

UPV/EHU). 
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Figura 14. Esquema de los métodos de selección de hHF-MSCs a partir de explantes de folículo piloso y durante la 
expansión en el cultivo primario y posteriores pases (N=12; por duplicado; edad de los donantes entre 21 y 47 años). 
hHFSCs (células estromales adherentes derivadas de folículo piloso humano); hHF-MSCs (células madre 
mesenquimales de folículo piloso humano); SDSCs (células madre derivadas de la piel con origen en la cresta neural, 
localizadas en el bulge); HPL (lisado de plaquetas humano comercial). Los cultivos se mantienen en incubación a 37 
oC, con un 5% de CO2 y en condiciones de humedad. 

La expansión celular se realizó hasta alcanzar al menos el tercer pase antes de proceder a estudios de 

caracterización para disminuir la heterogeneidad de la población hHF-MSCs.  

1.1.2 Obtención de células adherentes a partir de explantes. 

Con el objetivo de obtener MSCs a partir de los explantes primarios se sembraron 10 explantes de 

cada uno de los 12 donantes (5 explantes por pocillo en placas de 12 pocillos, y por duplicado) con medio 

de cultivo suplementado con un lisado de plaquetas humano comercial (HPL). Los 10 explantes restantes 

se cultivaron con suero heterólogo procedente de donantes (HS) como aporte de factores de crecimiento 

(Figura 15) para estudiar el efecto de este suero en el aislamiento y la capacidad proliferativa de las hHFSCs 

tras el cultivo primario y primer pase, frente al empleo de HPL, con el objetivo de optimizar la obtención 

y expansión de estas células.  
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El cultivo de cinco explantes por pocillo se realizó para facilitar la manipulación y su adherencia a la 

superficie de cultivo durante los procesos de lavado y de cambios de medio requeridos para favorecer el 

enriquecimiento de las hHFSCs. Sin embargo, durante dichos procesos, alrededor de un 40% de los 

explantes se desprendió de la superficie del frasco de cultivo en alguna ocasión, independientemente del 

suero empleado como suplemento al medio de cultivo. En la Tabla 5 se detalla el número de explantes de 

folículo piloso obtenidos por cada donante y el número de explantes de los que se consiguió aislamiento 

de células adherentes durante el cultivo primario.  

 

Figura 15. Diseño experimental del aislamiento y enriquecimiento de hHFSCs durante el cultivo primario. De cada 
donante se obtuvieron 2 viales (10 unidades foliculares por vial). En la figura se representa el proceso de cultivo 
para el aislamiento de hHFSCs (células estromales adherentes derivadas del folículo piloso humano) mediante el 
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empleo de un lisado de plaquetas humano comercial (HPL) (N=12; edad de los donantes entre 21 y 47 años) y 
mediante suero heterólogo (HS) (N=10; edad de los donantes entre 21 y 47 años). En cada pocillo (placa 12 pocillos) 
se siembran 5 unidades foliculares (por duplicado). Los explantes se mantienen en cultivo, durante al menos dos 
semanas en incubación a 37 oC, con un 5% de CO2 y en condiciones de humedad, hasta alcanzar un 80-90% de 
confluencia.  

Tabla 5. Donantes de explantes de folículo piloso por edad y sexo en cultivo para el aislamiento de células estromales. 
Los explantes donantes pertenecen a 11 varones de edades comprendidas entre los 21 y los 42 años y una mujer de 
47 años. En la Tabla pueden observarse el número de explantes que permanecieron adheridos durante el cultivo 
primario. 

Sexo Edad Referencia Nº explantes 
inicial 

Nº de explantes 
adheridos 

Varón 21 V21 10 6 

   10 6 

Varón 25 V25 10 9 

   10 8 

Varón 30 V30 10 5 

   10 6 

Varón 30 V301 10 6 

   10 5 

Varón 31 V31 10 8 

   10 7 

Varón 35 V35 10 6 

   10 5 

Varón 36 V36 10 8 

   10 7 

Varón 36 V361 10 7 

   10 6 

Varón 40 V40 10 6 

   10 5 

Varón 41 V41 10 5 

   10 6 

Varón 42 V42 10 7 

   10 8 

Mujer 47 M47 10 7 

   10 6 

Durante el cultivo primario se observó que las células migraban fuera del explante primario, 

independientemente del empleo de HPL o HS como suplemento al medio de cultivo basal, desde la región 

peribulbar, la papila dérmica y la vaina dérmica del folículo piloso, y se expandían en monocapa adheridas 

a la superficie del frasco de cultivo (Figura 16). En la Figura 16-F se observa esta capacidad de migración 

sobre la superficie del pocillo y la alta confluencia alcanzada por las hHFSCs tras el cultivo primario. 

 

  



76 
 

A 
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D 

 

E 

 

F 

 

Figura 16. Imágenes obtenidas por microscopia de contraste de fase de los pocillos donde se sembraron los 
explantes, que muestran el aislamiento y migración de hHFSCs adherentes (células estromales derivadas de 
explantes de folículo piloso). Las imágenes han sido obtenidas entre los días 7-9 (A-E) y el día 20 (F). Migración 
desde el explante primario: Aumentos 4X (A-B); 20X (C-E). En la figura C se observan dos unidades foliculares 
pertenecientes a un único explante. F) Expansión de las hHFSCs hasta alcanzar la confluencia. Esta imagen ilustra 
la capacidad de migración de las MSCs (Aumentos 4X). La dimensión de las imágenes adquiridas con cada uno de 
los objetivos es de 720 x 576 µm2. DP: zona de la papila dérmica, en la que puede observarse la región peribulbar; 
DS: vaina dérmica. 
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1.1.3 Expansión de hHFSCs con HPL durante el cultivo primario. 

Los explantes de folículos pilosos humanos de los 12 donantes fueron cultivados durante al menos 

dos semanas hasta alcanzar un 90% de confluencia (Figura 15). Pese al desprendimiento de algunos 

explantes durante el cultivo primario, se aislaron hHFSCs para cada uno de los 12 donantes, aunque se 

observó en algunas réplicas una baja expansión celular que causó la obtención de una confluencia celular 

inferior al 25% (alrededor de 1.500 células viables/cm2) e incluso la pérdida del cultivo (Tabla 6-A).   

El número de hHFSCs adherentes aisladas y expandidas durante el cultivo primario con HPL fue de 3,32 x 

105 células totales (valor correspondiente a la mediana, con un intervalo de confianza del 95% de 1,81 x 

105 a 4,75 x 105) de las cuales 9,80 x 104 fueron células viables (I.C. del 95% de 7,03 x 104 a 1,23 x 105), 

presentando una viabilidad del 25,98% (I.C. del 95% de 22,97 – 35,58) en los cultivos primarios de los 12 

donantes de edades comprendidas entre los 21 y los 47 años (Tabla 6-B). En la Figura 17 se representan 

los valores estadísticos descriptivos y la dispersión de los datos obtenidos tras el recuento del número de 

células totales y viables de cada cultivo primario. Los rangos intercuartílicos observados en cada uno de 

los recuentos mostraron menor amplitud en los recuentos de células viables (Tabla 6-B; Figura 17), lo que 

indica una menor dispersión de los datos y, por tanto, una mayor uniformidad en los resultados respecto 

al número de células totales obtenidas del cultivo primario. Asimismo, el análisis de la dispersión de los 

recuentos de células viables mostró un mayor número de cultivos con recuentos de entre 9,80 x 104 y 

1,24 x 105 células (rango de la caja menos amplio y por tanto con menor dispersión de datos). Respecto a 

los valores máximos y mínimos del recuento de células, estos vienen representados por los bigotes del 

gráfico, no observándose valores atípicos (outliers) en los resultados. 

Considerando un promedio de 6 folículos por donante y réplica (los datos del número de folículos que se 

mantuvieron adheridos a la superficie del frasco de cultivo durante el cultivo primario se muestran en la 

Tabla 5), se ha estimado que se obtienen 5,53 x 104 células totales y 1,63 x 104 células viables por folículo 

durante 20,50 días de duración del cultivo primario (I.C. del 95% de 20 a 23) (Tabla 6-B).  

Tabla 6. Obtención de hHFSCs expandidas con lisado de plaquetas humano comercial (HPL) en el cultivo primario. A) 
Cultivos primarios proliferantes y no proliferantes obtenidos tras la expansión celular con HPL.; B) Datos estadísticos 
descriptivos del recuento de hHFSCs totales y viables obtenidas en el cultivo primario con HPL, junto con el análisis 
de la duración en días del cultivo.  

8 – A 
Donantes 

Cultivos proliferantes 
(confluencia celular 

alcanzada ≥25%) 

Cultivos no proliferantes 
(confluencia celular 

alcanzada: <25%) 

Cultivos no proliferantes 
(pérdida del cultivo) 

V21 X   

V25 X   

V30 X   

V301 X  X 

V31 X  X 

V35 X  X 

V36 X X  

V361 X  X 
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8 – A 
Donantes 

Cultivos proliferantes 
(confluencia celular 

alcanzada ≥25%) 

Cultivos no proliferantes 
(confluencia celular 

alcanzada: <25%) 

Cultivos no proliferantes 
(pérdida del cultivo) 

V40   X 

V41 X  X 

V42 X   

M47 X  X 

 

8 – B 
hHFSCs 
Totales 

hHFSCs 
Viables 

Viabilidad (%) 
Duración del 
cultivo (días) 

Promedio ± SD 3,39 x 105 ± 1,96 105 9,01 x 104 ± 3,75 x 104 29,40 ± 9,59 20,11 ± 3,66 

Mediana 3,32 x 105 9,80 x 104 25,98 20,50 

Moda 4,85 x 105 3,52 x 104 25,97 20,00 

Q1 1,77 x 105 6,91 x 104 22,42 20,00 

Q3 4,75 x 105 1,24 x 105 35,58 23,00 

Mínimo 9,04 x 104 2,01 x 104 13,31 14,00 

Máximo 9,09 x 105 1,36 x 105 49,85 27,00 

Rango intercuartílico 2,97 x 105 5,46 x 104 36,54 13,00 

I. C. (95%)  1,81 x 105 – 4,75 x 105 7,03 x 104 – 1,23 x 105 22,97 – 35,58 20,00 – 23,00 

p-valor respecto a 
hHFSCs totales 

 < 0.0001 

Los cultivos no proliferantes alcanzaron una densidad celular inferior al 25% (~1.500 células/cm2) tras 3 
semanas de cultivo y/o su estado no proliferativo concluyó en una pérdida del cultivo (N = 12, por 
duplicado; edad de los donantes entre 21 y 47 años). Todos los cultivos se realizaron empleando HPL como 
suplemento del medio de cultivo. SD: desviación estándar; Q1 y Q3: cuartiles 1 y 3; I.C.: intervalo de 
confianza del 95% para la mediana. 

 

 
Figura 17. Representación de la dispersión de los resultados obtenidos tras el recuento del número de hHFSCs 
adherentes totales y viables obtenidas en los cultivos primarios con lisado de plaquetas humano comercial (HPL) 
como suplemento al medio basal de cultivo (N=12, por duplicado; edad de los donantes entre 21 y 47 años). El 
gráfico de cajas y bigotes muestra la media (+), la mediana (segmento que divide la caja en dos partes), el primer 
y tercer cuartil (extremos inferior y superior de la caja, respectivamente); así como los valores mínimos y máximos 
(valores extremos de los bigotes). El recuento de células totales y viables muestra diferencias estadísticamente 
significativas (**** p<0,0001; test Mann-Whitney). 
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1.1.4 Efecto del suero heterólogo en la expansión de hHFSCs durante el cultivo 

primario. 

En el aislamiento de hHFSCs, tal y como se ha descrito previamente en la Figura 15, se empleó 

un lisado de plaquetas humano comercial (HPL) y de forma simultánea e independiente, se llevó a cabo 

el aislamiento de hHFSCs con suero heterólogo (HS) (N = 10; por duplicado), siguiendo el esquema de la 

Figura 15 para analizar si la expansión de las hHFSCs se ve afectada por el empleo de otros sueros humanos 

no comerciales durante el cultivo primario.  

Con el objetivo de valorar la eficiencia del empleo de suero heterólogo en el aislamiento y proliferación 

celular de las hHFSCs, se analizó la densidad celular alcanzada y la viabilidad obtenida durante el cultivo 

primario (Figura 18) y se comparó con los resultados obtenidos tras la expansión celular con HPL (Tabla 

7). Al igual que la expansión celular con HPL, con suero HS también se obtuvieron cultivos con una baja 

expansión celular que causó la obtención de una confluencia celular inferior al 25% (densidad celular 

alcanzada alrededor de 1.500 células viables/cm2) e incluso la pérdida del cultivo (Tabla 7-A). No obstante, 

la obtención de hHFSCs viables fue similar con ambos sueros. Tras la expansión celular durante el cultivo 

primario con suero HS se obtuvo un rendimiento de 6,78 x 104 células por donante (intervalo de confianza 

del 95% de 2,51 x 104 a 1,51 x 105), mientras que con el empleo de HPL se obtuvieron 1,11 x 105 células 

(I.C. del 95% de 6,53 x 104 a 1,26 x 105), sin diferencias estadísticamente significativas en cuanto al uso de 

ambos tipos de suero (Tabla 7-B). El porcentaje de células viables tras la confluencia del cultivo primario 

fue de 18,60% (I.C. del 95% de 13,12 a 42,82) y 25,92% (I.C. del 95% de 22,97 a 35,47) para cultivos 

expandidos con HS y HPL, respectivamente; las diferencias observadas no alcanzaron significación 

estadística (Tabla 7-C).  

En la Figura 18 se representan los valores estadísticos descriptivos y la dispersión de los datos obtenidos 

tras el recuento del número de células viables de cada cultivo primario. En cuanto a las hHFSCs que se 

aislaron y expandieron con suero heterólogo (HS) se observó un rango intercuartílico superior al obtenido 

para células expandidas con suero HPL (Tabla 7-B; Figura 18-A), lo que indica que con el empleo de suero 

HPL se observó una menor dispersión de los datos y, por tanto, una mayor uniformidad en los resultados 

respecto al empleo de suero HS.  

Por otra parte, las células aisladas y expandidas con HS de tres de los donantes mostraron un elevado 

porcentaje de viabilidad celular (60,94 – 83,43%), en comparación con la viabilidad conseguida con el 

empleo de suero HPL como suplemento del medio de cultivo de 25,92% (22,79; 35,47). Este aumento en 

el porcentaje de viabilidad con el uso de HS no pudo correlacionarse con la edad de los donantes, por lo 

que se consideró que el aumento observado era debido a variaciones en el suero heterólogo. Por esta 

razón, aunque el suero HS potencia la proliferación celular de hHFSCs, un suero heterólogo comercial más 

estandarizado, como el suero HPL, puede ofrecer resultados menos variables.  
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Tabla 7. Obtención de hHFSCs en el cultivo primario. A) Cultivos primarios proliferantes y no proliferantes obtenidos 
tras la expansión celular con suero heterólogo (HS).; B) Datos estadísticos descriptivos calculados a partir del recuento 
de hHFSCs viables (B) y del porcentaje de viabilidad (C) en el cultivo primario.  

9 – A 
Donantes 

Cultivos proliferantes 
(confluencia celular 

alcanzada ≥25%) 

Cultivos no proliferantes 
(confluencia celular 

alcanzada: <25%) 

Cultivos no proliferantes 
(pérdida del cultivo) 

V21 X   

V30  X X 

V301 X   

V31 X  X 

V35  X  

V361 X  X 

V40 X   

V41 X  X 

V42  X  

M47  X X 

 

9 – B Células viables Suero HPL Suero HS 

Promedio ± SD 9,21 ± 3,92 x 104 7,60 ± 4,95 x 104 

Mediana 1,11 x 105 6,78 x 104 

Q1 5,78 x 104 2,89 x 104 

Q3 1,26 x 105 1,16 x 105 

Mínimo 2,01 x 104 1,00 x 104 

Máximo 1,36 x 105 1,56 x 105 

Rango intercuartílico 1,16 x 105 1,46 x 104 

I. C. (95%) 6,53 x 104 – 1,26 x 105 2,51 x 104 – 1,51 x 105 

p-Valor  > 0,999 

 

9 – B Viabilidad (%) Suero HPL Suero HS 

Promedio ± SD 29,38 ± 9,58 28,40 ± 23,03 

Mediana 25,92 18,60 

Q1 22,42 13,37 

Q3 35,47 38,92 

Mínimo 13,31 9,26 

Máximo 49,85 83,43 

Rango intercuartílico 36,54 74,17 

Intervalo de confianza (95%) 22,97 – 35,47 13,12 – 42,82 

p-Valor  > 0,999 

 
Los cultivos no proliferantes alcanzaron una densidad celular inferior al 25% (~1.500 células/cm2) tras 3 
semanas de cultivo y/o su estado no proliferativo concluyó en una pérdida del cultivo (N = 10, por 
duplicado; edad de los donantes entre 21 y 47 años), tras el empleo de dos tipos de suero humano: HPL 
(lisado de plaquetas humano comercial) y HS (suero heterólogo obtenido de donantes). SD: desviación 
estándar; Q1 y Q3: cuartiles 1 y 3; I.C.: intervalo de confianza del 95% para la mediana 
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Figura 18. Densidad de hHFSCs viables (células/cm2) y viabilidad celular en porcentaje tras el cultivo primario de 
hHFSCs expandidas con suero humano heterólogo (HS) y con un lisado de plaquetas humano comercial (HPL); 
(N=10, por duplicado; edad de los donantes entre 21 y 47 años). El gráfico de cajas y bigotes muestra la media (·), 
la mediana (segmento que divide la caja en dos partes), el primer y tercer cuartil (extremos inferior y superior de 
la caja, respectivamente); así como los valores mínimos y máximos (valores extremos de los bigotes). No se 
observan diferencias significativas; test Mann-Whitney.  

1.1.5 Efecto de la edad de los donantes de explantes de folículo piloso en la expansión 

de hHFSCs durante el cultivo primario. 

Una tasa de proliferación alta en MSCs está relacionada con un potencial de diferenciación a linajes 

mesodérmicos más fuerte. Por ello, Hemos investigado el efecto de la edad en el aislamiento de las 

hHFSCs a partir de explantes de folículo piloso y su tasa de proliferación para proporcionar conocimiento 

sobre el uso de estas células estromales en terapias de reparación autóloga.  

Para valorar si la edad de los donantes de folículo piloso pudiera ser un factor para tener en cuenta a la 

hora de emplear células autólogas en terapia celular, hemos estudiado la viabilidad de hHFSCs obtenida 

tras el cultivo primario en dos grupos de edad: “menores de 20 años” (de 21 a 35) y “mayores de 35 años” 

(de 36 a 47 años). Los resultados no mostraron diferencias significativas entre los dos grupos de edad, ni 

en cuanto al número de células viables obtenidas, ni respecto al porcentaje de viabilidad (Tabla 8, Figura 

19). Sin embargo, se observó alta diversidad, como indica la elevada dispersión de los resultados 

obtenidos observada mediante los gráficos de cajas y bigotes de la Figura 19. Tras analizar las incidencias 

observadas durante el cultivo primario se observó que la pérdida de cultivos se produjo en donantes con 

una edad superior a 25 años (Tabla 9), lo que parece señalar la importancia de la edad de los donantes.  

Tabla 8. Resultados de los recuentos celulares por grupos de edad obtenidos en el cultivo primario.  
 

  Grupo < 35 años Grupo > 35 años p-valor 

Número de 

células viables 

 

Promedio ± SD 8,43 ± 4,44 x 104 8,26 ± 4,78 x 104 

> 0,999 
Mediana 

(Q1; Q3) 

I.C. (95%) 

8,04 x 104 

(4,52 x 104; 1,21 x 105) 

(4,52 x 104; 1,21 x 105) 

8,51 x 104 

(3,52 x 104; 1,24 x 105) 

 

Viabilidad (%) 

 

Promedio ± SD 29,45 ± 19,83 25,73 ± 10,46 

> 0,999 
Mediana 

(Q1; Q3) 

I.C. (95%) 

21,64 

(15,25; 39,33) 

(17,19; 36,56) 

25,72 

(16,92; 30,10) 

(15,49; 30,43) 
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n=6 para cada grupo; por duplicado. Los datos se expresan como promedio ± SD (desviación estándar) y como 
mediana (cuartil 1; cuartil 3) e intervalo de confianza del 95% (I.C.). No se observan diferencias significativas; test 
Mann-Whitney. 
 
 
 

 

Figura 19. Densidad de hHFSCs viables (células/cm2) y viabilidad celular en porcentaje obtenidas durante el cultivo 
primario según rangos de edad (N=6, por duplicado para cada grupo de edad). El gráfico de cajas y bigotes muestra 
la media (·), la mediana (segmento que divide la caja en dos partes), el primer y tercer cuartil (extremos inferior y 
superior de la caja, respectivamente); así como los valores mínimos y máximos (valores extremos de los bigotes). 
Los valores atípicos se representan con un círculo. No se observan diferencias significativas; test Mann-Whitney. 

 
 
 
Tabla 9. Porcentaje de cultivos primarios de hHFSCs que presentan incidencias en la proliferación (confluencia celular 
alcanzada inferior al 25% y/o pérdida del cultivo) según la edad y tipo de suero como suplemento al medio de cultivo.  
 

Edad de los donantes Cultivos expandidos con HPL (%) Cultivos expandidos con HS (%) 

21 0 0 

25 0 N/D 

30 25 50 

31 50 50 

35 50 100 

36 50 50 

40 100 0 

41 100 50 

42 0 100 

47 50 100 

n=12; por duplicado; edad de los donantes entre 21 y 47 años). HPL (lisado de plaquetas humano comercial); HS 
(suero heterólogo). 

 

 



83 
 

1.2 EXPANSIÓN DE HHFSCS DURANTE EL PRIMER PASE. 

1.2.1 Efecto del empleo de HPL y HS en la duplicación de hHFSCs durante el primer 

pase. 

A pesar la alta variabilidad observada en los cultivos primarios suplementados con suero 

heterólogo (HS), se procedió a realizar el primer pase y a analizar las cinéticas de crecimiento de las 

hHFSCs expandidas con suero HS, y compararlas con las observadas en células expandidas con suero HPL 

(expandidas con lisado de plaquetas humano comercial como suplemento al medio basal de cultivo). 

Las hHFSCs adherentes obtenidas tras el cultivo primario procedentes de cada pocillo de cada donante 

fueron tratadas con tripsina-EDTA para destruir las proteínas transmembranales de adhesión y 

resuspender las células para su posterior siembra (pase 1).  

Tras la tripsinización las hHFSCs adherentes procedentes de cada pocillo de cada donante (N=12; edad de 

los donantes entre 21 y 47 años) se sembraron en frascos de cultivo de 25 cm2 de superficie con una 

densidad de siembra de 1.500 a 5.000 hHFSCs viables/cm2 (Figura 20), según la disponibilidad de células 

adherentes viables tras el cultivo primario, para favorecer la duplicación de las MSCs presentes en la 

población hHFSC según las recomendaciones de Nekanti et al. (2010) y Fossett & Khan (2012).  

Al igual que en el cultivo primario, durante el primer pase se observó una baja expansión celular en 

algunos cultivos. La baja proliferación tuvo como consecuencia confluencias celulares inferiores al 25% 

(densidad celular por debajo de 1.500 células viables/cm2) e incluso la pérdida de algunos cultivos (Tabla 

10-A).   

Tras analizar los datos de la duplicación de la población celular en pase 1 se observaron diferencias 

significativas entre los valores de duplicación de la población (PD) y tiempo de duplicación de la población 

(PDT) en las poblaciones de hHFSCs HPL y HS-expandidas. La duplicación de la población de hHFSCs 

expandida con HPL fue significativamente superior (4,73 con un intervalo de confianza del 95% de 3,93 a 

5,15) a la duplicación obtenida tras la expansión con suero HS (2,93 [I.C. del 95% de 2,78 a 4,56]). 

Asimismo, el tiempo de duplicación fue significativamente inferior para las hHFSCs HPL-expandidas (23,80 

horas [I.C. del 95% de 19,63 a 29,99 h]), frente al PDT mostrado por las hHFSCs HS-expandidas (40,99 

horas [I.C. del 95% de 29,90 a 43,13]), por lo que el suero HPL mostró una eficiencia significativamente 

mayor para promover la proliferación de las hHFSCs durante el primer pase tras el cultivo primario (Tabla 

10-B; Figura 21).   
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Figura 20. Diseño experimental de la capacidad de duplicación en el primer pase según el tipo de suero empleado 
en la expansión de hHFSCs obtenidas tras el cultivo primario (N=12; por duplicado; edad de los donantes entre 21 
y 47 años). Las células expandidas con HPL durante el cultivo primario continúan su expansión con este lisado de 
plaquetas durante el primer pase; mientras que las células HS-expandidas se cultivan con suero HS. hHFSCs (células 
estromales derivadas de folículo piloso humano); HPL (lisado de plaquetas humano comercial); HS (suero 
heterólogo). En la Figura se simplifica el pase a un frasco de cultivo de 25 cm2, sin embargo, se emplearon diversos 
frascos de cultivo* para permitir una densidad de siembra de 1.500 a 5.000 células/cm2, según disponibilidad de 
hHFSCs adherentes viables procedentes del cultivo primario). Condiciones de incubación: 37 oC, 5% de CO2 y 
humedad. 

 

Tabla 10. Obtención de hHFSCs obtenidas en el primer pase con dos tipos de suero: HPL (lisado de plaquetas humano 
comercial) y HS (suero heterólogo). A) Porcentaje de cultivos primarios proliferantes y no proliferantes.; B) Valores 
PD (duplicaciones de la población) y PDT (tiempo de duplicación de la población. 
 

12 – A 
Donantes 

Cultivos proliferantes 
(densidad celular 
alcanzada ≥25%) 

Cultivos no proliferantes 
(densidad celular 
alcanzada: <25%) 

Cultivos no proliferantes 
(pérdida del cultivo) 

 HPL (%) HS (%) HPL (%) HS (%) HPL (%) HS (%) 

V21 100 100     

V25 100 N/D  N/D  N/D 

V30 75 50 25 50   

V301 75  25 50  50 

V31 100 75  25   
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12 – A 
Donantes 

Cultivos proliferantes 
(densidad celular 
alcanzada ≥25%) 

Cultivos no proliferantes 
(densidad celular 
alcanzada: <25%) 

Cultivos no proliferantes 
(pérdida del cultivo) 

V35 25 25 25  50 75 

V36 100 N/D  N/D  N/D 

V361 25 50 75 50   

V40   50 50 50 50 

V41  50 50 50 50  

V42   50  50 100 

M47   50  50 100 

12 – B   Suero HPL Suero HS 
p-Valor respecto a 

HPL 

PD 
Promedio ± SD 4,63 ± 0,74 3,41 ± 0,73 

0,0008 Mediana (Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

4,73 (3,93; 5,15) 
(3,93; 5,15) 

2,93 (2,83; 4,01) 
(2,78; 4,56) 

PDT (h) 

Promedio ± SD 26,29 ± 8,52 36,94 ± 6,61 

0,0024 Mediana (Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

23,80 (19,63; 29,99) 
(19,63; 29,99) 

40,99 (31,29; 42,36) 
(29,90; 43,13) 

 
Los cultivos no proliferantes alcanzaron una densidad celular inferior al 25% (~1.500 células/cm2) tras 3 semanas de 
cultivo y/o su estado no proliferativo concluyó en una pérdida del cultivo. Población hHFSC expandida con HPL (N=12, 
por duplicado; edad de los donantes entre 21 y 47 años) y HS; (N=10, por duplicado; edad de los donantes entre 21 y 
47 años). Los resultados se presentan como promedio ± desviación estándar (SD) y como mediana (cuartil 1; cuartil 
3) e intervalo de confianza del 95%. No se observan diferencias significativas; test Mann-Whitney. 

 

  
Figura 21. Cinética de crecimiento de hHFSCs en pase 1 expandidas con suero humano heterólogo (HS) y con lisado 

de plaquetas humano (HPL); HPL (N=12, por duplicado; edad de los donantes entre 21 y 47 años); HS (N=10, por 

duplicado; edad de los donantes entre 21 y 47 años). Los gráficos de diagrama de dispersión con barras representan 

los datos PD (A) y PDT (B) como mediana e intervalo de confianza (95%) (columnas y barras de error, 

respectivamente). PD (duplicación de la población); PD (duplicación de la población); PDT (tiempo de duplicación de 

la población en horas). **p<0.01; ***p<0.001; test Mann-Whitney.  

1.2.2 Variaciones asociadas al donante. 

Tal y como se observó durante el cultivo primario, algunos cultivos de hHFSCs detuvieron su 

proceso de proliferación en el primer pase, aún en ausencia de contacto celular, y alcanzaron confluencias 

inferiores al 25% e incluso se produjo la pérdida del cultivo (Tabla 10-A). Estas incidencias se observaron 

en cultivos procedentes de donantes con edades superiores a 21-25 años, tanto en hHFSCs expandidas 

con suero heterólogo como con lisado de plaquetas humano comercial. 
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1.3 OPTIMIZACIÓN DEL PROCESO DE ENRIQUECIMIENTO DE HHFSCS EN EL CULTIVO 

PRIMARIO Y PRIMER PASE. 
 

1.3.1 Eficacia en el enriquecimiento en hHFSCs y estudio de variables explicativas. 

Tras el cultivo primario, y durante el primer pase, se observó que determinadas poblaciones 

detienen el proceso de proliferación, con un mayor número de incidencias en la expansión de hHFSCs de 

cultivos procedentes de donantes de entre 30 y 47 años (n=12), tal y como se ha expuesto en los apartados 

anteriores 1.1 y 1.2, por lo que se ha tratado de determinar si la edad es una variable explicativa de la 

eficacia en la obtención de hHFSCs en cultivo durante las etapas iniciales de aislamiento y expansión 

(cultivo primario y primer pase). 

En la Tabla 11 se muestra el porcentaje de cultivos que sufrió algún tipo de incidencia en su proliferación, 

desde el cultivo del explante de folículo piloso hasta su recuento tras el primer pase, en función de la edad 

de los donantes y el tipo de suero empleado. La Figura 22 muestra la tendencia al aumento en el número 

de cultivos no proliferantes en función del aumento de la edad del donante, tanto en hHFSCs expandidas 

con HPL (R2 = 0,79), como con HS (R2 = 0,64).  

Tabla 11. Porcentaje de cultivos de hHFSCs que presentan incidencias en la proliferación tras el cultivo primario y el 
primer pase según la edad y tipo de suero como suplemento al medio de cultivo.  
 

Edad de los donantes Cultivos expandidos con HPL (%) Cultivos expandidos con HS (%) 

21 0 0 

25 0 N/D 

30 25 66,66 

31 16,66 33,33 

35 66,66 85,72 

36 41,66 50 

40 100 66,66 

41 100 50 

42 66,66 100 

47 83,33 100 

 
Una incidencia se identifica como una confluencia celular alcanzada inferior al 25% y/o pérdida del cultivo; n=12; pase 
1; por duplicado; edad de los donantes entre 21 y 47 años. HPL (lisado de plaquetas humano comercial); HS (suero 
heterólogo).  
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Figura 22. Gráfico de dispersión del porcentaje de cultivos de hHFSCs que presentan incidencias en la proliferación 
según la edad del donante y el empleo de lisado de plaquetas humano comercial (HPL) o suero heterógo (HS) como 
suplemento al medio basal de cultivo. El gráfico muestra las líneas de regresión lineal (R² < 0,80). 

La eficacia en la obtención de hHFSCs para todos los cultivos procedentes de cada uno de los donantes de 

21 a 47 años se valoró según los criterios descritos de la Tabla 12, teniendo en cuenta el recuento de 

células adherentes viables, además de la pérdida de subcultivos descrita en los apartados 1 y 2. Con el 

objetivo de comprobar si los datos se ajustan a un modelo de regresión logística, se realizó una 

codificación de la variable “Eficacia en la obtención de hHFSCs” (Tabla 12). 

Tabla 12. Codificación de la variable de respuesta binaria “Eficacia en la obtención de hHFSCs” para la modelización 
estadística de los resultados tras el cultivo primario y primer pase. 

 Criterio 1 Criterio 2 
Valor asignado al cumplir al 

menos uno de los dos criterios 

No eficaz 
Pérdida del cultivo (no 

proliferantes) 
Confluencia alcanzada inferior 

al 25% tras el cultivo  
0 

Eficaz  
Confluencia alcanzada igual o 
superior al 25% tras el cultivo  

1 

 
El valor 0 representa los subcultivos no proliferantes (subcultivos perdidos o que no alcanzaron un 25% 

de confluencia); mientras que el valor 1 representa un aislamiento eficaz de hHFSCs. Los resultados de 

eficacia obtenidos para las posibles variables explicativas “edad del donante” y “suero empleado como 

fuente de aporte de factores de crecimiento” se resumen en la Tabla 13; el resto de las condiciones de 

cultivo se mantuvieron constantes durante todo el proceso. El diseño experimental para la obtención de 

hHFSCs, desde el cultivo de explantes hasta la obtención de una población hHFSC en primer pase, se 

representa en las Figuras 14, 15 y 20. 

Tabla 13. Eficacia en la obtención de hHFSCs tras el cultivo primario y primer pase (resultados mostrados como 
observaciones totales para facilitar su lectura) según las posibles variables explicativas: edad de los donantes y suero 
empleado como fuente de factores de crecimiento (HPL: lisado de plaquetas humano comercia; HS: suero 
heterólogo).  

Edad Fuente de factores de 
crecimiento 

Eficacia 0 en el cultivo 
(número de cultivos) 

Eficacia 1 en el cultivo 
(número de cultivos) 

21 HPL 0 6 

21 HS 0 6 

25 HPL 0 6 

25 HS N/D N/D 

30 HPL 3 9 

30 HS 8 4 
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Edad Fuente de factores de 
crecimiento 

Eficacia 0 en el cultivo 
(número de cultivos) 

Eficacia 1 en el cultivo 
(número de cultivos) 

31 HPL 1 5 

31 HS 2 4 

35 HPL 4 2 

35 HS 6 1 

36 HPL 5 7 

36 HS 3 3 

40 HPL 2 0 

40 HS 4 2 

41 HPL 6 0 

41 HS 3 3 

42 HPL 2 0 

42 HS 6 0 

47 HPL 5 0 

47 HS 6 0 

Los resultados tras la codificación de la eficacia para el análisis de la obtención de hHFSCs tras el cultivo 

primario y primer pase frente a la edad del donante se representan en la Figura 23. Los cultivos 

procedentes de donantes con edades superiores a los 25 años muestran subcultivos en los que no se 

obtienen de forma eficaz hHFSCs. Asimismo, el aumento en la edad disminuye el número de subcultivos 

proliferativos (observado por la intensidad de color en el gráfico de dispersión, es decir, se observa una 

tendencia en la disminución de la eficacia en la obtención de hHFSCs conforme aumenta la edad del 

donante. 

Otra forma de observar este patrón es examinar el número de casos de eficacia en la obtención de hHFSCs 

por grupo de edad, utilizando el valor 0,5 de eficacia como parámetro de comparación (Figura 24). Como 

puede observarse, existe una tendencia lineal en la disminución de la eficacia en la obtención de hHFSCs 

conforme aumenta la edad del donante. Los resultados muestran más casos de eficacia por encima de 

0,50 según disminuye la edad del grupo de donantes, mientras que por debajo del valor medio de eficacia 

se muestran más casos de incidencias según aumenta la edad del grupo de donantes. Es decir, las Figuras 

23 y 24 indican que existe una asociación entre la edad y la eficacia en la obtención de hHFSCs. Por tanto, 

la edad del donante puede ser una variable explicativa de la eficacia de obtención de las hHFSCs y puede 

informar sobre la probabilidad de que ocurra el evento codificado como 1 (obtención eficaz de células 

viables tras el cultivo primario y primer pase) dentro de un modelo predictivo, en el que se incluye el 

factor “fuente de factores de crecimiento” como otra posible variable explicativa de la eficacia en la 

obtención de hHFSCs.  
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Figura 23. Eficacia en el obtención de hHFSCs tras el cultivo primario y primer pase según la edad de los donantes 
de explantes de folículo piloso. La mayor intensidad de color se relaciona con un mayor número de observaciones. 
Eficacia 0: cultivo no proliferante o confluencia alcanzada inferior al 25%; 1: confluencia alcanzada tras el cultivo 
igual o superior al 25%. 

 

 
Figura 24. Eficacia en el obtención de hHFSCs tras el cultivo primario y primer pase según grupos de edad de los 
donantes de explantes de folículo piloso. El gráfico tipo nested de la comparación entre grupos de edad muestra 
los resultados como mediana (columnas) y dispersión de los datos (círculos). La línea discontinua separa los 
cultivos con una eficacia mayor de 0,50 (se sitúa algo más elevada para permitir la visualización de los datos). 

1.3.2 Generación de un modelo estadístico predictivo. 

La generación de un modelo matemático predictivo para el enriquecimiento en hHFSCs, a partir de 

explantes de folículo piloso y tras el cultivo primario y primer pase, tiene el objetivo de determinar cuáles 

son los procesos que pueden ayudar a diseñar procedimientos más eficientes de obtención de hHFSCs, y 

a su vez, ayudar a interpretar los resultados.  

Para el modelado estadístico a partir de nuestros datos, se seleccionó como variable de respuesta la 

eficacia en la obtención de hHFSCs tras el cultivo primario y el primer pase, y como variable explicativa a 

estudiar se analizó la edad del donante, según los resultados obtenidos en el apartado anterior (1.3.1.).  

Un modelo de regresión logística funciona cuando la variable de respuesta es binaria; en nuestro caso la 

respuesta se estableció como obtención de hHFSCs eficaz (valor 1) y no eficaz (valor 0) (Tabla 12). El ajuste 

de la edad del donante a un modelo de regresión logística simple se representa en la Figura 25. Tal y como 

puede observarse, con los resultados de nuestro estudio, la curva describe una función ligeramente 

sigmoidea, lo cual indica que, para edades más avanzadas, el valor de la función sigmoide es cercano a 0 
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(obtención de hHFSCs no eficaz), mientras que para donantes más jóvenes (<20 años) la función se acerca 

a 1 (obtención de hHFSCs eficaz). Asimismo, en la zona sombreada de la Figura 25 se representan las 

edades a partir de la cuales disminuye la probabilidad de éxito en la obtención de hHFSCs (intervalo de 

confianza del 95% de la mediana de 31,87 a 36,44 años; Tabla 14).  

 
Figura 25. Regresión logística. 0: Obtención de hHFSCs no eficaz; 1: Obtención eficaz (confluencia igual o superior 
al 25% tras el cultivo primario y primer pase). La mayor intensidad de color en los datos se relaciona con un mayor 
número de observaciones (N=12; por duplicado; edad de los donantes entre 21 y 47 años). El área sombreada 
muestra el intervalo de confianza del 95% (Tabla 14), por debajo del cual hay una mayor probabilidad de obtener 
hHFSCs de forma eficaz tras el cultivo primario y el primer pase.  

El modelo de regresión logística simple describe el proceso de obtención más eficaz de las hHFSCs durante 

las primeras fases del aislamiento, desde el cultivo del explante a la obtención de células en pase 1, 

mediante la ecuación log odds = 6,482-0,1896*X (Tabla 14).  

En la Tabla 14 se muestra el valor medio de X que mejor ajusta un modelo de regresión logística (X=34,19 

años, con un intervalo de confianza del 95% de 31,87 a 36,44 años), por lo que, aplicando la ecuación log 

odds = 6,482-0,1896*X, donde X = 34,19 años, se obtiene un valor log odds de 0, y por tanto una eficacia 

de 1. Es decir, a partir de explantes de folículo piloso de donantes con edades inferiores a 34 años (con un 

I.C. del 95% de 32 a 36 años aproximadamente) se pueden obtener hHFSCs eficazmente de forma 

significativa tras el cultivo primario y primer pase, mientras que con explantes procedentes de donantes 

con edades superiores se aumenta la probabilidad de que la obtención de hHFSCs no sea eficaz (p<0,0001; 

Tjur’s R squared = 0,27). Los resultados de ajuste al modelo de regresión logística muestran que el valor 

β1 (variable explicativa “edad del donante”) es negativo, por lo que al aumentar la edad del donante 

decrecerá la probabilidad de obtener hHFSCs de forma eficaz. El valor odd ratio indica, a su vez, que por 

cada año en la edad del donante la probabilidad de obtener hHFSCs se multiplica por 0,8273, es decir, 

disminuye la probabilidad de obtener hHFSCs de forma eficaz tras el cultivo primario y el primer pase.   

El área bajo la curva (AUC) muestra un valor superior al 0,50 (0,7754 [I.C. del 95% de 0,6953 a 0,8554]) 

(Tabla 14; Figura 26).  

Tabla 14. Regresión logística simple. Variable de respuesta (β0): eficacia en la obtención de hHFSCs (0: no eficaz; 1: 
eficacia en la obtención de hHFSCs tras el cultivo primario y el primer pase); variable explicativa (β1): edad de los 
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donantes. El modelo de regresión logística simple describió la eficacia en la obtención de hHFSCs mediante la ecuación 
log 𝑜𝑑𝑑𝑠 =  𝛽0 + 𝛽1 𝑥 , siendo β0 = 6,482, β1 = - 0,1896 y X la edad del donante.  

 
Eficacia en la obtención de 

hHFSCs 

Best-fit values 
 

β0 6,482 

β1 -0,1896 

X at 50% 34,19 

Std. Error 
 

β0 1,310 

β1 0,03756 

X at 50% 1,108 

95% CI (profile likelihood) 
 

β0 4,100 to 9,270 

β1 -0,2696 to -0,1214 

X at 50% 31,87 to 36,44 

Odds ratios 
 

β0 653,4 

β1 0,8273 

95% CI (profile likelihood) for odds ratios 
 

β0 60,32 to 10611 

β1 0,7637 to 0,8857 

Is slope significantly non-zero? 
 

|Z| 5,048 

P value <0,0001 

Deviation from zero? Significant 

Likelihood ratio test 
 

Log-likelihood ratio (G squared) 38,07 

P value <0,0001 

Reject Null Hypothesis? Yes 

P value summary **** 

Area under the ROC curve 
 

Area 0,7754 

Std. Error 0,04086 

95% confidence interval 0,6953 to 0,8554 

P value <0,0001 

Goodness of Fit 
 

Tjur’s R squared 0,2669 

Cox-Snell’s R squared 0,2626 

Model deviance, G squared 135,1 

Equation log odds = 6,482-0,1896*X 

Data summary 
 

Rows in table 125 

Rows skipped (missing data) 0 

Rows analyzed (#observations) 125 

Number of 1 61 

Number of 0 64 

Number of parameter estimates 2 

#observations/#parameters 62,5 

# of 1/#parameters 30,5 

# of 0/#parameters 32,0 
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Figura 26. Gráfico de curva ROC. Cada punto de la curva ROC informa de su sensibilidad (eje Y) y 1-especificidad 
(eje X). La línea diagonal discontinua recibe el nombre de diagonal de referencia o línea de no-discriminación. El 
AUC (área bajo la curva) se corresponde con la zona sombreada y tiene un valor superior a 0,50 (0,7754; Tabla 14).  

Por todo lo anterior, los resultados de eficacia en la obtención de hHFSCs de nuestro estudio, tomando 

como variable explicativa la edad de los donantes, se ajustaron de forma significativa a un modelo de 

regresión logística simple. No obstante, y dado que existe al menos otra variable que puede justificar la 

eficacia en la obtención de hHFSCs dentro de un modelo predictivo, además de la edad del donante se 

incluyó el suero empleado para la expansión celular, como fuente de aporte de factores de crecimiento, 

en la estimación de un modelo de regresión logística múltiple, ya que la capacidad proliferativa de las 

hHFSCs expandidas con suero heterólogo (HS) como suplemento al medio basal de cultivo fue 

significativamente inferior a las obtenidas con lisado de plaquetas humano comercial (HPL) (apartado 

1.2.1).  

Por tanto, para la generación de un modelo de regresión logística múltiple predictivo se seleccionaron 

como variables de entrada: a) la edad de los donantes de explantes de folículo piloso y b) el empleo de 

suero heterólogo frente a la adición de HPL como suplemento al medio de cultivo (n=12; por duplicado; 

edad de los donantes entre 21 y 47 años) como variable independiente categórica. En la Tabla 15 se 

muestran los resultados del modelo de ajuste generado a partir de los datos de la Tabla 13. 

Tabla 15. Modelo de regresión logística múltiple generado para la obtención eficaz de hHFSCs a partir de explantes 
de folículo piloso y en las primeras fases de aislamiento: cultivo primario y pase 1. 

Model       

Parameter estimates Variable Estimate Standard error 95% CI (profile likelihood) 

β0 Intercept 6,848 1,358 4,388 to 9,752 

β1 Edad? -0,1881 0,03807 -0,2695 to -0,1191 

β2 Suero HS? -0,8597 0,4289 -1,719 to -0,02812 

Odds ratios Variable Estimate 95% CI (profile likelihood) 

β0 Intercept 942,3 80,46 to 17188  

β1 Edad? 0,8285 0,7637 to 0,8877  

β2 Suero HS? 0,4233 0,1792 to 0,9723  

Sig. diff. than zero? Variable |Z| P value P value summary 

β0 Intercept 5,042 <0,0001 ****  
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Model       

β1 Edad? 4,942 <0,0001 ****  

β2 Suero HS? 2,004 0,045 *  

Model diagnostics 
Degrees of 
Freedom 

AICc Negative log likelihood value 

Intercept-only model 124 175,2 86,61   

Selected model 122 137,2 65,52   

Multicollinearity Variable VIF R2 with other variables 

β0 Intercept     

β1 Edad? 1,013 0,01246   

β2 Suero HS? 1,013 0,01246   

Area under the ROC curve    

Area 0,7997     

Std. Error 0,03882     

95% confidence interval 0,7236 to 0,8758    

P value <0,0001     

Classification table Predicted 0 Predicted 1 Total % Correctly classified 

Observed 0 41 23 64 64,06  

Observed 1 12 49 61 80,33  

Total 53 72 125 72  

Negative predictive power 
(%) 

77,36     

Positive predictive power 
(%) 

68,06     

Classification cutoff 0,5     

Pseudo R squared     

Tjur’s R squared 0,2943     

Cox-Snell’s R squared 0,2864     

Nagelkerke’s R squared 0,382     

Hypothesis tests Statistic P value Null hypothesis 
Reject Null 
Hypothesis? 

P value 
summary 

Hosmer-Lemeshow 7,89 0,4443 
Selected model 
is correct 

No ns 

Data summary     

Rows in table 135     

Rows skipped (missing 
data) 

10     

Rows analyzed 
(#observations) 

125     

Number of 1 61     

Number of 0 64     

Number of parameter 
estimates 

4     

#observations/#parameters 31,3     

# of 1/#parameters 15,3     

# of 0/#parameters 16     

Los resultados obtenidos mostraron que, tanto el aumento de la edad de los donantes, como el empleo 

de suero HS, frente al empleo de HPL como suplemento al medio de cultivo, disminuyen de forma 
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significativa la probabilidad de obtener hHFSCs tras el cultivo primario y primer pase, siendo el aumento 

de la edad del donante una variable explicativa más fuertemente relacionada con la eficacia en la 

obtención de hHFSCs (p < 0,0001). Por cada año que se incremente la edad del donante, y siempre que se 

tenga en cuenta la variable “suero” incluida en el modelo, la probabilidad de obtener hHFSCs se multiplica 

por 0,8285 (I.C. del 95% de 0,7637 a 0,8877); es decir disminuye la probabilidad de éxito. 

Además, el modelo predictivo confirma que el empleo de suero heterólogo disminuye la eficacia en la 

obtención de hHFSCs tras el primer pase, tal y como habíamos observado a partir de la comparación de 

los datos estadísticos descriptivos (apartado 1.2.1).  

La selección del modelo mostrado en la Tabla 15 se realizó en base a: a) el AICc (Criterio de Información 

de Akaine corregido); b) la multicolinealidad, c) la curva ROC y área bajo la curva, d) la tabla de clasificación 

de casos esperados frente a observados, así como los correctamente clasificados, e) el poder predictivo 

del modelo, f) los valores pseudo-R2 de Tjur, Cox-Snell y Nagelkerke, g) la prueba de hipótesis de Hosmer-

Lemeshow, y h) el número de observaciones de parámetros con valor 1 y 0. 

En cuanto al valor AICc y pseudo-R2 se siguió el criterio de selección de un modelo con un AICc menor y 

pseudo-R2 mayor, ya que, aunque el significado de los parámetros pseudo-R2 no aportan la misma 

información que en los modelos de regresión lineal, en un modelo de regresión logística ayudan a 

seleccionar el modelo que mejor se ajusta según aumenta su valor.  

El análisis de multicolinealidad mostró un valor VIF cercano a 1, lo que indica una menor correlación entre 

las variables y, por tanto, un mejor ajuste a un modelo de regresión logística. Tanto el valor VIF como los 

valores pseudo-R2 demostraron la no existencia de multicolinealidad. 

La curva ROC mostró una alta sensibilidad y especificidad del modelo predictivo, como puede apreciarse 

en la Figura 27-A. Asimismo, el área bajo la curva ROC fue de 0,7997 (I.C. del 95% de 0,7236 a 0,8758) 

(Tabla 15).   

Asimismo, se comprobó si el modelo de regresión logística es predictivo según el test de hipótesis de 

Hosmer-Lemeshow, en el que el valor de p debe ser superior a 0,05 para que el modelo predictivo 

seleccionado se considere correcto, y se comprobó que el poder de predicción de los casos positivos y 

negativos fuese superior al 62,50%. Los resultados mostraron que el poder de predicción del modelo fue 

del 77,36% para los casos negativos y del 68,06% para los casos positivos. Sin embargo, la interpretación 

gráfica de la clasificación de los casos observados que realizó el modelo (Figura 27-B), mostró una 

distribución de la probabilidad de predicción uniforme, tanto para los casos observados con una 

obtención no eficaz de hHFSCs (Observed 0), como para los casos observados de éxito en la obtención de 

hHFSCs (Observed 1). Es decir, para los casos observados 0 no se observó que la mayoría de ellos tuviesen 

probabilidades de predicción por debajo de 0,5; o por encima de 0,5 en el caso de los casos observados 

1. No obstante, las predicciones de este tipo de gráfico están únicamente basadas en las variables 
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explicativas e ignoran la variable de respuesta. En la tabla de clasificación de la Tabla 15 se muestra un 

alto porcentaje de casos correctamente clasificados para los casos observados 0 y 1. 

A 

 

B 

 

Figura 27. Curva ROC (A) y gráfico tipo violín de la distribución de la probabilidad de predicción de los casos 
observados. A) Curva ROC. Cada punto de la curva ROC informa de su sensibilidad (eje Y) y 1-especificidad (eje X). 
La línea diagonal discontinua recibe el nombre de diagonal de referencia o línea de no-discriminación. B) Casos 
observados: 0 (no proliferativos); 1 (cultivos con resultados de obtención de hHFSCs eficaz); mediana (línea 
discontinua media); cuartiles 1 y 3 (líneas punteadas). 

El empleo de este modelo predictivo generado para la optimización en los procesos de obtención de 

hHFSCs puede emplearse para predecir la probabilidad de éxito en la obtención de hHFSCs proliferativas, 

tras el cultivo primario y el primer pase, a partir de la edad del donante, y empleando HPL o HS como 

suplemento al medio de cultivo.  En la Tabla 16 se muestran diferentes ejemplos de predicción derivados 

de este modelo generado para la obtención eficaz de hHFSCs. Con los datos de que disponemos para la 

generación del modelo, y tras el análisis de resultados de ajuste de nuestros al datos al mismo, podemos 

predecir, por ejemplo, que si la edad del donante de explantes de folículo piloso fuese de 25 años y se 

emplease HPL como suplemento al medio de cultivo, la probabilidad de obtener con éxito hHFSCs tras el 

primer pase sería del 90%, mientras que, en las mismas condiciones de cultivo, un donante de 45 años 

presentaría una probabilidad de éxito del 17% (R2 deTjur = 0,2943; p (Hosmer-Lemeshow) = 0,4443; poder 

predictivo del 68,06%). Una mejor predicción podría realizarse aumentando el número de donantes del 

experimento y, probablemente, incluyendo en los ensayos únicamente MSCs previamente aisladas 

mediante sorting para evitar la heterogeneidad durante estas fases iniciales de la obtención de hHFSCs a 

partir de explantes de folículo piloso. En caso de ser posible, sería interesante analizar también si la 

variable género del donante está fuertemente asociada al éxito o fracaso en la obtención de hHFSCs. 

Tabla 16. Ejemplo de predicción obtenida en base al modelo de la Tabla XX.   

Edad Predicción (probabilidad de éxito) 

 HPL HS 

25 0,90 0,78 
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Edad Predicción (probabilidad de éxito) 

30 0,77 0,59 

35 0,57 0,36 

40 0,34 0,18 

45 0,17 0,08 

La obtención de hHFSCs en pase 1 obtenidas a partir de explantes de folículo piloso de un donante de 25 años, y 
aisladas y expandidas con lisado de plaquetas humano comercial (HPL), tienen un 90% de probabilidad de ser 
eficazmente obtenidas tras el primer pase; mientras que esa probabilidad disminuye (78%) en caso de que se 
emplee suero heterólogo (HS). Conforme aumenta la edad del donante la probabilidad de obtener hHFSCs en pase 
1 disminuye. 

1.4 OBTENCIÓN DE HHFSCS A CORTO Y MEDIO PLAZO. 

1.4.1 Expansión de las hHFSCs hasta el quinto pase. 

La expansión de las hHFSCs hasta el pase 5 fue necesaria para obtener un número suficiente de 

células viables para: su caracterización como hHF-MSCs, el análisis de su capacidad proliferativa y la 

generación de un stock para su criopreservación y utilización en sucesivos ensayos. La expansión de todos 

los cultivos se realizó con lisado de plaquetas humano comercial (HPL) debido a que mostró una mayor 

eficacia para la obtención de hHFSCs durante el cultivo primario y primer pase, frente al empleo de suero 

heterólogo (apartado 1.3).  

Las hHFSCs fueron subcultivadas en los sucesivos pases hasta el pase 5 según el diseño experimental de 

la Figura 28, con diferentes densidades de siembra según la disponibilidad de hHFSCs viables tras cada 

subcultivo.  

  

Figura 28. Diseño experimental de los primeros pases tras el cultivo primario para cada uno de los 12 donantes de 
folículo piloso (edad de los donantes entre 21 y 47 años). En el esquema no se representan los pases 4 y 5. Las 
diferentes densidades de siembra se emplearon en función de la disponibilidad de hHFSCs viables. Todos los 
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cultivos emplearon HPL (lisado de plaquetas humano comercial) como suplemento al medio basal de cultivo. 
Condiciones de incubación: 37 oC, con un 5% de CO2 y en condiciones de humedad. 

Las hHFSCs mostraron capacidad de proliferación hasta confluencias del 60 – 70 % y confluencia total (~ 

67.000 células/cm2) en algunos subcultivos. No obstante, los recuentos celulares obtenidos a partir de las 

diferentes densidades de siembra mostraron una alta dispersión (Tabla 17, Figura 29) debida a que en 

determinados subcultivos se detenía el proceso de proliferación aún en ausencia de contacto celular, tal 

y como se observó tras el cultivo primario.  

Tabla 17. Recuentos de hHFSCs viables obtenidos a partir de las diferentes densidades de siembra y resultados de los 
p-valores de la comparación entre pares. A) Valores estadísticos descriptivos; B) Prueba de Kruskal-Wallis; 
comparación post hoc por parejas aplicando la corrección del valor p según Bonferroni.  

A – Densidad de 
siembra (x106 
células/cm2) 

Número de 
cultivos 

Promedio ± SD Mediana (Q1; Q3) I.C. (95%) 

(0-1] 6 16101 ± 15945 7267 (5328; 34570) (3314; 40000) 

(1-2] 22 33884 ± 13078 32660 (23190; 43200) (23320; 43200) 

(2-3] 18 30219 ± 18389 29079 (12770; 48000) (12880; 48000) 

(3-4] 13 42349 ± 23880 34533 (28867; 52133) (25467; 52133) 

(4-5] 22 35096 ± 21179 28920 (20520; 44100) (20520; 39067) 

(5-6] 14 44486 ± 24156 37333 (29767; 50100) (25467; 50800) 

(6-7] 13 33477 ± 17164 33067 (25067; 35667) (24000; 36533) 

(7-8] 10 29356 ± 15338 34960 (18120; 37900) (9240; 38000) 

(8-9] 15 36216 ± 1434 35733 (34933; 37333) (34933; 37333) 

(9-11] 15 38249 ± 25563 41600 (18480; 67733) (18480; 67733) 

(11-14] 21 53298 ± 21589 56000 (31860; 71600) (31960; 70000) 

(14-20] 17 51094 ± 19291 45600 (35900; 68800) (37000; 65200) 

 

B – Densidad 
de siembra 

(x106 
células/cm2) 

(1-2] (2-3] (3-4] (4-5] (6-7] (7-8] (9-11] (11-14] (14-20] 

(0-1] >0,99 >0,99 >0,99 0,649 >0,99 >0,99 >0,99 0,022 0,026 

(1-2] >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 

(2-3] >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 

(3-4] >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 

(4-5] >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 

(5-6] >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 

(6-7] >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 

(7-8] >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 

(8-9] >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 

(9-11] >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 

(11-14] 0,577 0,088 >0,99 0,151 0,4648 0,9553 >0,99 >0,99 >0,99 

(14-20] 0,720 0,123 >0,99 0,210 0,5453 >0,99 >0,99 >0,99 >0,99 

Todos los cultivos (n=163; 12 donantes entre 21 y 47 años; pases 1 a 5) fueron expandidos con HPL (lisado de 
plaquetas humano comercial) como suplemento al medio de cultivo basal. SD (desviación estándar); Q1 y Q3 (cuartiles 
1 y 3); I.C. (intervalo de confianza del 95% para la mediana). 
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Figura 29. Representación de la dispersión de los resultados obtenidos tras el recuento del número de hHFSCs 
adherentes viables obtenidas a partir de diferentes densidades de siembra. Todos los cultivos (n=163; 12 donantes 
entre 21 y 47 años; pases 1 a 5) fueron expandidos con HPL (lisado de plaquetas humano comercial) como 
suplemento al medio de cultivo basal. El gráfico de cajas y bigotes muestra la media (·), la mediana (segmento que 
divide la caja en dos partes), el primer y tercer cuartil (extremos inferior y superior de la caja, respectivamente); 
así como los valores mínimos y máximos (valores extremos de los bigotes). Los valores atípicos se representan con 
un círculo. El recuento de células muestra diferencias estadísticamente significativas (* p<0,05; prueba de Kruskal-
Wallis; comparación post hoc por parejas aplicando la corrección del valor p según Bonferroni). La línea roja 
discontinua indica el límite a partir del cual se obtienen confluencias superiores al 25% (~16.750 células/cm2; 
calculado según el valor: confluencia total = 67.000 células/cm2.  

Para intentar reactivar el crecimiento de las hHFSCs que habían detenido su proliferación se procedió a 

tripsinizar las células y volver a resembrarlas, teniendo en cuenta que, de haber células quiescentes, éstas 

tienen la capacidad de entrar de nuevo en la fase S. Las resiembras se realizaron en una misma área de 

cultivo o inferior, según el recuento de células viables, para favorecer el proceso de duplicación, 

adicionando a su vez medio completo fresco. Con este procedimiento, se consiguió en algunos casos 

reiniciar el proceso de duplicación. De esta manera, un nuevo subcultivo de las hHFSCs favoreció que las 

células se adaptasen al nuevo medio y entrasen de nuevo en el ciclo celular de forma sincronizada. Sin 

embargo, en algunos casos no fue posible recuperar la población celular en cultivo tras la tripsinización y 

la renovación del medio completo, lo que sugiere que las células se encontraban mayoritariamente en 

estado de senescencia. Tras impulsar esta proliferación, los subcultivos que pudieron recuperarse fueron 

utilizados junto con los que no presentaron incidencias durante su expansión. A partir del primer pase y 

tras cada pase, las células fueron seleccionándose en base a la habilidad para proliferar más eficazmente.  

Para valorar si el aumento en el número de pases influye en la viabilidad de los cultivos se analizó el 

número de células viables entre los pases 1 a 5 (Tabla 18; Figura 30). La viabilidad no mostró diferencias 

estadísticamente significativas entre los pases. Los p-valores obtenidos de la comparación entre pares 

mediante la prueba de Kruskal-Wallis y ajustados por el método de Bonferroni se muestran en la Tabla 

18-B.  
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Tabla 18. Recuentos celulares de la población hHFSC según el pase (pases 1 a 5). A) Estadísticos descriptivos; B) 
Resultados de los p-valores de la comparación entre pares. Prueba de Kruskal-Wallis; comparación post hoc por 
parejas aplicando la corrección del valor p según Bonferroni. 

 

20 – A  P1 P2 P3 P4 P5 

hHFSCs 

viables 

(x106) 

Promedio 
± SD 

0,34 ± 0,17 0,35 ± 0,18 0,34 ± 0,17 0,39 ± 0,24 0,37 ± 0,12 

Mediana 

(Q1; Q3) 

I.C. (95%) 

0,37 

(0,21; 0,46) 

(0,21; 0,46) 

0,32 

(0,22; 0,42) 

(0,26; 0,37) 

0,35 

(0,26; 0,38) 

(0,31; 0,36) 

0,35 

(0,21; 0,48) 

(0,28; 0,39) 

0,35 

0,29; 0,40) 

(0,30; 0,39) 

 

20 – B: p-Valores  P1 P2 P3 P4 

P2 > 0,999    

P3 > 0,999 > 0,999   

P4 > 0,999 > 0,999 > 0,999  

P5 > 0,999 > 0,999 > 0,999 > 0,999 

Todos los cultivos (n=163; 12 donantes entre 21 y 47 años) fueron expandidos con HPL (lisado de plaquetas humano 
comercial) como suplemento al medio de cultivo basal. Los datos se expresan como promedio ± deviación estándar 
(SD) y como mediana (cuartil 1; cuartil 3) e intervalo de confianza del 95% (I.C.) para la mediana. 

 

 

Figura 30. Viabilidad de las hHFSCs (células/cm2) según el pase (pases 1 a 5). Todos los cultivos (n=163; 12 donantes 

entre 21 y 47 años) fueron expandidos con HPL (lisado de plaquetas humano comercial) como suplemento al medio 

de cultivo basal. A) Número de hHFSCs viables/cm2; B) porcentaje de viabilidad. Los gráficos de cajas y bigotes 

muestran la media (·), la mediana (segmento que divide la caja en dos partes), el primer y tercer cuartil (extremos 

inferior y superior de la caja, respectivamente); así como los valores mínimos y máximos (valores extremos de los 

bigotes). Los valores atípicos se representan con un círculo. No se observan diferencias significativas; prueba de 

Kruskal-Wallis; comparación post hoc por parejas aplicando la corrección del valor p según Bonferroni.  

1.4.2 Estudio del efecto de la densidad celular de siembra en la capacidad de 

duplicación de las hHFSCs. 

Con el objetivo de analizar el efecto que ejerce la densidad de siembra sobre la proliferación celular 

de las hHFSCs se analizó la duplicación de la población (PD) a partir del recuento de células viables 

obtenido según las diferentes densidades de siembra (Tabla 17), que incluyen tanto los cultivos 

proliferantes como los que mostraron incidencias en su expansión. Los resultados PD obtenidos para los 

n=163 cultivos entre los pases 1 a 5, de 12 donantes de 21 a 47 años (Tabla 19) se representaron mediante 

un gráfico de dispersión en función de la densidad de siembra y de la edad de los donantes (Figura 31-A). 

El gráfico muestra una tendencia a la disminución de la duplicación de la población cuando se aumenta la 
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densidad de siembra en cultivos procedentes de donantes de los diferentes rangos de edad: 1 (edad de 

20 a 29 años); 2 (de 30 a 39 años) y 3 (de 40 a 49 años). Asimismo, a partir de una densidad de siembra 

de 5.000 hHFSCs/cm2 se observa un mayor número de cultivos que no tienen la capacidad de duplicar su 

población. Entre 5.000 y 8.000 hHFSCs/cm2 no se observan diferencias significativas (Figura 31-B; Tabla 

19). Sin embargo, densidades de siembra superiores a 9.000 hHFSCs/cm2 muestran una disminución 

significativa de la duplicación de la población respecto a la densidad de siembra de 5.000 hHFSCs/cm2. En 

la Tabla 19 se muestran los estadísticos descriptivos respecto a los valores PD analizados en el gráfico B 

de la Figura 31. 

 
Figura 31. Gráfico de dispersión que representa las variables: densidad de siembra, edad del donante y duplicación 
de la población. El recuadro rojo indica la zona donde se observa un mayor número de cultivos que no duplican su 
población (por debajo del valor PD=2) y a su vez una disminución de casos en los que se observa duplicación de la 
población. En el gráfico B se muestra la significación estadística entre las densidades de siembra de 5.000 a 14.000 
células/cm2 englobadas en el recuadro del gráfico principal; **p<0.01; prueba de Kruskal-Wallis; comparación post 
hoc por parejas aplicando la corrección del valor p según Bonferroni. Rangos de edad representados: 1 (de 20 a 29 
años); 2 (de 30 a 39 años) y 3 (de 40 a 49 años).   

 
Tabla 19. Duplicación de la población hHFSC (PD) y resultados de los p-valores de la comparación entre pares para las 
densidades representadas en el gráfico B de la Figura 31.  

Densidad de siembra 
(x106 células/cm2) 

Promedio ± SD Mediana (Q1; Q3) I.C. (95%) p-Valores 

(5-6] 2,80 ± 0,69 2,70 (2,40; 3,30) (2,25; 3,30)  

(6-7] 2,30 ± 0,60 2,40 (2,00; 2,50) (1,90; 2,50) 0,407 

(7-8] 1,90 ± 0,69 2,20 (1,70; 2,20) (1,40; 2,30) 0,168 

(8-9] 2,10 ± 0,05 2,10 (2,00; 2,10) (2,00; 2,10) 0,003 

(9-11] 1,70 ± 1,00 2,10 (0,82; 2,80) (0,82; 2,80) 0,009 

(11-14] 1,90 ± 0,73 2,20 (1,30; 2,40) (1,30; 2,40) 0,008 

Prueba de Kruskal-Wallis; comparación post hoc por parejas aplicando la corrección del valor p según Bonferroni. 
Todos los cultivos (n=163) fueron expandidos con HPL (lisado de plaquetas humano comercial) como suplemento al 
medio de cultivo basal. N=12; pases 1 a 5; edad de 21 a 47 años. SD (desviación estándar); Q1 y Q3 (cuartiles 1 y 3); 
I.C. (intervalo de confianza del 95% para la mediana). 

Al disminuir la densidad de siembra por debajo de 5.000 células/cm2 se observó un aumento en el número 

de cultivos proliferativos. Estos resultados indican que la disminución de la densidad de siembra favorece 

A 

B 
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la proliferación, probablemente por la mayor disponibilidad de nutrientes y factores de crecimiento por 

célula.  

A la vista del efecto que tiene la densidad de siembra sobre la duplicación celular, sería conveniente 

emplear densidades de siembra inferiores a 5.000 células/cm2. No obstante, las densidades de siembra 

de 5.000 a 8.000 células/cm2 mostraron un mayor número de cultivos proliferativos respecto a cultivos 

con incidencias en su expansión.  

El empleo de densidades de siembra muy altas (más de 14.000 células/cm2) puede favorecer en poco 

tiempo el contacto celular y, por tanto, un efecto de inhibición de la proliferación por contacto. Por esta 

razón, y tras la observación de un número de cultivos no proliferativos mayoritario para estas densidades 

de siembra (Figura 31), sería conveniente evitar densidades de siembra altas. No obstante, densidades de 

siembra de 9.000 a 14.000 células/cm2 pueden emplearse cuando la expansión de hHF-MSCs in vitro no 

esté destinada a ensayos futuros de reemplazo celular en pacientes.  

1.4.3 Optimización de la de la metodología de obtención de hHFSCs.  

1.4.3.1 Estudio de la densidad de siembra como variable explicativa de la capacidad de 

duplicación de las hHFSCs. 

La observación de los datos representados en la Figura 31 y el análisis de los datos parecen indicar 

que la densidad de siembra es una variable explicativa de la capacidad de duplicación celular de las 

hHFSCs. Para estudiar si ésta es una variable explicativa se codificaron los valores obtenidos para la 

duplicación de la población (PD) (Figura 31) como: 1 (valor PD igual o superior a 2,25 [límite inferior del 

intervalo de confianza del 95% para la mediana en cultivos con una densidad de siembra de 5.000 

células/cm2]; 0 (duplicación de la población por debajo de 2,25). La representación de los resultados de 

eficacia obtenidos se muestra en la Figura 32. Como puede observarse, el modelo de regresión logística 

simple muestra una función sigmoidea característica de los modelos de regresión logística. El análisis de 

los resultados obtenidos tras el ajuste a este modelo de regresión se muestra en la Tabla 20.  
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Figura 32. Regresión logística de la eficacia según la capacidad de duplicación de la población hHFSC en función de 
la densidad de siembra. 0: Duplicación de la población hHFSC no eficaz (PD < 2.25); 1: Duplicación de la población 
eficaz (PD ≥ 2.25). La mayor intensidad de color en los datos se relaciona con un mayor número de observaciones 
(n=163 de 12 donantes de 21 a 47 años; pases 1 a 5). La línea vertical discontinua muestra la densidad media por 
debajo de la cual hay una mayor probabilidad de obtener hHFSCs proliferativas (el área sombreada muestra el 
intervalo de confianza del 95%; datos obtenidos de la Tabla 20). 

 

 

Tabla 20. Regresión logística simple. Variable de respuesta (β0): eficacia según la capacidad de duplicación de la 
población hHFSC (0: PD < 2.25; 1: PD ≥ 2.25; variable explicativa (β1): densidad de siembra. El modelo de regresión 
logística simple describe la eficacia mediante la ecuación log odds = β0 + β1*X; siendo β0 = 4,006, β1 = - 0,5899 y X la 
densidad de siembra.  

 
Eficacia en la duplicación de la 

población hHFSC 

Best-fit values 
 

β0 4,006 

β1 -0,5899 

X at 50% 6,791 

Std. Error 
 

β0 0,618 

β1 0,09101 

X at 50% 0,3874 

95% CI (profile likelihood) 
 

β0 2,899 to 5,340 

β1 -0,7865 to -0,4276 

X at 50% 6,050 to 7,599 

Odds ratios 
 

β0 54,93 

β1 0,5544 

95% CI (profile likelihood) for odds ratios 
 

β0 18,16 to 208,5 

β1 0,4554 to 0,6521 

Is slope significantly non-zero? 
 

|Z| 6,482 

P value <0,0001 

Deviation from zero? Significant 

Likelihood ratio test 
 

Log-likelihood ratio (G squared) 100,6 

P value <0,0001 

Reject Null Hypothesis? Yes 

P value summary **** 

Area under the ROC curve 
 

Area 0,9037 

Std. Error 0,02428 

95% confidence interval 0,8561 to 0,9513 

P value <0,0001 

Goodness of Fit 
 

Tjur’s R squared 0,5159 

Cox-Snell’s R squared 0,4607 

Model deviance, G squared 124,8 

Equation log odds = 4,006-0,5899*X 

Data summary 
 

Rows in table 163 

Rows skipped (missing data) 0 

Rows analyzed (#observations) 163 

Number of 1 86 

Number of 0 77 

Number of parameter estimates 2 

#observations/#parameters 81,5 
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Eficacia en la duplicación de la 

población hHFSC 

# of 1/#parameters 43 

# of 0/#parameters 38,5 

El modelo de regresión logística simple describe el proceso de obtención de cultivos de hHFSCs 

proliferativos según la densidad de siembra mediante la ecuación log odds = 4,006-0,5899*X (Tabla 20). 

El valor medio de X que mejor ajusta un modelo de regresión logística es igual a 6,79 x 103 células/cm2, 

con un intervalo de confianza del 95% de 6,050 a 7,599 x 103 células/cm2. Aplicando la ecuación log odds 

= 4,006-0,5899*X, donde X = 6,79 x 103 células/cm2 se obtiene un valor log odds de 0, y por tanto una 

eficacia de 1. Es decir, a partir de densidades de siembra de 6,79 x 103 células/cm2 (con un I.C. del 95% de 

6,050 a 7,599 x 103 células/cm2) se pueden obtener eficazmente cultivos proliferativos de hHFSCs de 

forma significativa entre los pases 1 a 5 tras el cultivo primario, mientras que a partir de dichas densidades 

de siembra se aumenta la probabilidad de que la duplicación de la población de hHFSCs no sea eficaz 

(p<0,0001; Tjur’s R squared = 0,52). Los resultados de ajuste al modelo de regresión logística muestran 

que el valor β1 (variable explicativa “densidad de siembra”) es negativo, por lo que al aumentar la 

densidad de siembra decrecerá la probabilidad de obtener hHFSCs con capacidad de duplicación de forma 

eficaz. El valor odd ratio indica, a su vez, que por mil células en la densidad de siembra la probabilidad de 

obtener hHFSCs con capacidad duplicativa se multiplica por 0,5899, es decir, disminuye la probabilidad de 

obtener hHFSCs de forma eficaz.   

El área bajo la curva (AUC) muestra un valor superior al 0,50 y cercano a 1 (0,9037 [I.C. del 95% de 0,8561 

a 0,9513]) (Tabla 20; Figura 33).  

 

Figura 33. Gráfico de curva ROC. Cada punto de la curva ROC informa de su sensibilidad (eje Y) y 1-especificidad 
(eje X). La línea diagonal discontinua recibe el nombre de diagonal de referencia o línea de no-discriminación. El 
AUC (área bajo la curva) se corresponde con la zona sombreada y tiene un valor superior a 0,50 (0,9037; Tabla 20).  

Por todo lo anterior, los resultados de eficacia en la obtención de hHFSCs con capacidad de duplicación, 

tomando como variable explicativa la densidad de siembra, se ajustaron de forma significativa a un 

modelo de regresión logística simple.  
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1.4.3.2 Modelado estadístico para la optimización de la metodología de obtención de 

hHF-MSCs.  

La generación de una metodología optimizada podría facilitar la producción de un mayor número 

de hHF-MSCs con una óptima capacidad de duplicación y, en un futuro, la generación de hHF-MSCs como 

productos de terapia celular que exhiban de manera consistente y robusta el rango deseado de 

propiedades terapéuticamente significativas. Por ello se procedió a realizar un análisis de regresión 

logística en el que se consideró la densidad de siembra y el efecto de la edad de los donantes para 

comprender qué variable es más explicativa o está más fuertemente asociada a la capacidad de 

duplicación de las hHFSCs durante los primeros pases tras el cultivo primario (pases 1 a 5). Aunque la 

variable “densidad de siembra” se ajustó de forma significativa a un modelo de regresión logística simple 

(apartado 1.4.2), no obstante, y dado que existe al menos otra variable que puede justificar la eficacia en 

la obtención de hHFSCs proliferativas dentro de un modelo predictivo, se incluyó la edad de los donantes 

de explantes de folículo piloso en la estimación de un modelo de regresión logística múltiple, ya que la 

eficacia en la obtención de hHFSCs en el cultivo primario y primer pase se ve afectada con el aumento de 

la edad del donante de explantes de folículo piloso, tal y como se mostró en el apartado 1.3 de Resultados, 

y podría afectar también en pases posteriores. 

El modelo estadístico desarrollado para ayudar a identificar las combinaciones óptimas de los parámetros 

que predicen los mejores resultados experimentales para conseguir hHFSCs con una óptima capacidad de 

duplicación se muestra en la Tabla 21.  

Tabla 21. Modelo de regresión logística múltiple generado para la optimización de la metodología de obtención de 
hHFSCs con capacidad de duplicación en los primeros pases tras el cultivo primario (pases 1 a 5).  

Model  
    

Parameter estimates Variable Estimate Standard error 95% CI (profile 
likelihood) 

β0 Intercept 6,941 1,475 4,267 to 10,09 

β1 Densidad 
siembra  

-0,6384 0,09933 -0,8547 to -0,4627 

β2 Edad -0,08472 0,03532 -0,1568 to -0,01711 

Odds ratios Variable Estimate 95% CI (profile 
likelihood) 

 

β0 Intercept 1033 71,30 to 24200  

β1 Densidad 
siembra  

0,5281 0,4254 to 0,6296  

β2 Edad 0,9188 0,8549 to 0,9830  

Sig. diff. than zero? Variable |Z| P value P value summary 

β0 Intercept 4,707 <0,0001 **** 

β1 Densidad 
siembra  

6,427 <0,0001 **** 

β2 Edad 2,399 0,0165 * 

Model diagnostics Degrees of 
Freedom 

AICc Negative log 
likelihood value 

 

Intercept-only model 162 227,5 112,7  
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Model  
    

Selected model 160 124,9 59,38  
 

    

Multicollinearity Variable VIF R2 with other 
variables 

 

β0 Intercept    

β1 Densidad 
siembra  

1,029 0,02811  

β2 Edad 1,029 0,02811  

Area under the ROC curve     

Area 0,9132    

Std. Error 0,02243    

95% confidence interval 0,8692 to 
0,9571 

   

P value <0,0001    

Classification table Predicted 0 Predicted 1 Total % Correctly 
classified 

Observed 0 65 12 77 84,42 

Observed 1 10 76 86 88,37 

Total 75 88 163 86,5 

Negative predictive power 
(%) 

86,67    

Positive predictive power 
(%) 

86,36    

Classification cutoff 0,5    

Pseudo R squared     

Tjur’s R squared 0,5402    

Cox-Snell’s R squared 0,4804    

Nagelkerke’s R squared 0,6412    

Hypothesis tests Statistic P value Null hypothesis Reject Null 
Hypothesis? 

Hosmer-Lemeshow 6,653 0,5745 Selected model is 
correct 

No 

Data summary     

Rows in table 163    

Rows skipped (missing data) 0    

Rows analyzed 
(#observations) 

163    

Number of 1 86    

Number of 0 77    

Number of parameter 
estimates 

4    

#observations/#parameters 40,8    

# of 1/#parameters 21,5    

# of 0/#parameters 19,3    

Con los datos disponibles tras el cultivo de hHFSCs entre los pases 1 a 5 (n=163; 12 donantes de 21 a 47 

años), los resultados obtenidos tras el análisis de regresión logística múltiple (Tabla 21) mostraron que, 

tanto el aumento en la densidad de siembra, como el aumento de la edad de los donantes, disminuyen 

de forma significativa la probabilidad de obtener hHFSCs con capacidad de duplicación, siendo la densidad 
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de siembra la variable explicativa más fuertemente relacionada con la capacidad de duplicación de la 

población hHFSC (p < 0,0001). Por cada mil células que se incremente la densidad de siembra, la 

probabilidad de obtener hHFSCs se multiplica por 0,5281 (I.C. del 95% de 0,4254 a 0,6296); es decir 

disminuye la probabilidad de éxito. 

El modelo predictivo confirma que la edad de los donantes disminuye la eficacia en la obtención de 

cultivos proliferativos de hHFSCs entre los pases 1 y 5.  

Además de las variables anteriormente expuestas, y debido a que la capacidad proliferativa de las células 

en cultivo a menudo se ve comprometida durante los múltiples subcultivos y pases, se valoró si la variable 

“número de pases” podría afectar a la obtención óptima de hHFSCs. La inclusión de esta variable como 

posible variable explicativa dentro de un modelo estadístico no mostró un efecto significativo en la 

capacidad de duplicación de la población, al menos con los datos disponibles de los pases 1 a 5, y la 

introducción de este parámetro en un modelo de regresión logística no generó un modelo de mejor 

ajuste, por lo que no se seleccionó para la generación del modelo estadístico predictivo.  

La selección del modelo mostrado en la Tabla 21 siguió los mismos valores de diagnóstico del modelo de 

regresión que los utilizados en el apartado 1.3.2.   

El análisis de multicolinealidad mostró un valor VIF cercano a 1, lo que indica una menor correlación entre 

las variables y, por tanto, un mejor ajuste a un modelo de regresión logística. Tanto el valor VIF como los 

valores pseudo-R2 demostraron la no existencia de multicolinealidad. 

La curva ROC mostró una alta sensibilidad y especificidad del modelo predictivo, como puede apreciarse 

en la Figura 34-A. Asimismo, el área bajo la curva ROC fue cercana a 1 (0,9132, con un intervalo de 

confianza del 95% de 0,8692 a 0,9571).   

Asimismo, se comprobó si el modelo de regresión logística es predictivo según el test de hipótesis de 

Hosmer-Lemeshow, en el que el valor de p debe ser superior a 0,05 para que el modelo predictivo 

seleccionado se considere correcto, y se comprobó que el poder de predicción de los casos positivos y 

negativos fuese superior al 62,50%. Los resultados mostraron que el poder de predicción del modelo fue 

del 86,67% para los casos negativos y del 86,36% para los casos positivos. Asimismo, la interpretación 

gráfica de la clasificación de los casos que realizó el modelo (Figura 34-B) mostró un gráfico de dispersión 

tipo violín, que demuestra el buen funcionamiento del modelo para la predicción de cultivos proliferativos 

(Observed 1) como la de aquellos cuya capacidad de duplicación se ve alterada (Observed 0). En este 

gráfico, podemos ver que la mayoría de los cultivos con capacidad de duplicación había pronosticado 

probabilidades de éxito o fracaso en la duplicación muy por encima o por debajo de 0,5, respectivamente 

(con una mediana inferior a 0,20), es decir, si la mediana está situada en la parte inferior del gráfico para 

los Observed 0 significa que el modelo está haciendo una buena predicción para este grupo, de igual 

forma, pero por la parte superior para las predicciones de alta eficacia en la duplicación. También 
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podemos ver que el modelo funcionó también bien al clasificar el grupo de cultivos no proliferativos (con 

una mediana superior a 0,80). De igual forma, en la clasificación de la Tabla 21 se muestra un alto 

porcentaje de casos correctamente clasificados para los casos observados 0 (84,42%) y 1 (88,37%). 

A 

 

B 

 
Figura 34. Curva ROC (A) y gráfico tipo violín de la distribución de la probabilidad de predicción de los casos 
observados. A) Curva ROC. Cada punto de la curva ROC informa de su sensibilidad (eje Y) y 1-especificidad (eje X). 
La línea diagonal discontinua recibe el nombre de diagonal de referencia o línea de no-discriminación. B) Casos 
observados: 0 (no proliferativos); 1 (cultivos con capacidad de duplicación); mediana (línea discontinua media); 
cuartiles 1 y 3 (líneas punteadas). 

El empleo de este modelo predictivo generado para la optimización en los procesos de obtención de 

hHFSCs entre los pases 1 y 5 puede emplearse para predecir la probabilidad de éxito en la obtención de 

hHFSCs con capacidad de duplicación, a partir de la densidad de siembra y la edad del donante.  En la 

Tabla 22 se muestran diferentes ejemplos de predicción derivados de este modelo generado para la 

obtención eficaz de hHFSCs con capacidad proliferativa. Con los datos de que disponemos para la 

generación del modelo, y tras el análisis de resultados de ajuste de nuestros al datos al mismo, podemos 

predecir, por ejemplo, que si la edad del donante de explantes de folículo piloso fuese de 25 años, y se 

emplease una densidad de siembra de 5.000 células/cm2, la probabilidad de obtener con éxito hHFSCs 

con capacidad de duplicación sería del 83,62%, mientras que, en las mismas condiciones de cultivo, un 

donante de 45 años presentaría una probabilidad de éxito del 48,40%, disminuyendo aún más la 

probabilidad de obtener hHFSCs proliferativas (12,14%) si la densidad de siembra se aumentase a 9.000 

células/cm2 (R2 deTjur = 0,5402; p (Hosmer-Lemeshow) = 0,5745; poder predictivo del 86,36%).  

Tabla 22. Ejemplo de predicción obtenida en base al modelo de la Tabla 21.    

Edad Predicción (probabilidad de éxito) 

 Densidad de siembra 
(5.000 células/cm2) 

Densidad de siembra 
(8.000 células/cm2) 

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

ROC curve

1 - Specificity

S
e
n

s
it

iv
it

y

O
bse

rv
ed

 0

O
bse

rv
ed

 1

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

Predicted vs Observed

P
re

d
ic

te
d

 p
ro

b
a
b

il
it

y



108 
 

Edad Predicción (probabilidad de éxito) 

20 88,64 53,46 

25 83,62 42,93 

30 76,97 32,99 

35 68,64 24,38 

40 58,89 17,43 

45 48,40 12,14 

50 38,04 8,29 

55 28,67 5,59 

60 20,83 3,73 

1.5 EFECTO DEL EMPLEO DE SUERO BOVINO FETAL EN LA EXPANSIÓN CELULAR PARA 

SU POSTERIOR DIFERENCIACIÓN A LINAJES MESODÉRMICOS. 

Con la finalidad de estudiar los efectos del empleo de suero bovino fetal (FBS) en la proliferación 

de hHFSCs (caracterizadas como hHF-MSCs en los apartados 2 y 3 de Resultados) en pases altos (6-12) se 

ha llevado a cabo la comparación de los resultados con los obtenidos en la expansión con HPL (lisado de 

plaquetas humano comercial) en los mismos pases. Ambas poblaciones fueron expandidas hasta alcanzar 

el 90% de confluencia para comparar los tiempos de duplicación de cada población celular. En hHF-MSCs 

el valor PDT tras la expansión con suero FBS fue 78,21 horas (con un intervalo de confianza del 95% de 

72,66 a 88;40), significativamente superior al mostrado por las células expandidas con HPL (39,68 h [I.C. 

del 95% de 38,43 a 45,80]) (Tabla 23; Figura 35-B), de modo que la comparación resultó en un PDT casi el 

doble de veces más rápido cuando las células fueron expandidas con suero HPL que el mostrado por las 

hHF-MSCs expandidas con FBS.  

La confluencia se alcanzó antes en células expandidas con HPL debido a su mayor capacidad de 

proliferación (Figuras 35-A y B), a pesar de su menor tamaño. La población hHF-MSC expandida con FBS 

mostró un aumento del diámetro del 28,35% (Figura 35-C).  

Tabla 23. Estadísticos descriptivos de los recuentos de células viables por donante y réplica.  

 

  Suero HPL Suero FBS p-valor 

hHF-MSCs por 
donante y réplica 

(x 106) 

Promedio ± SD 1,34 ± 0,51 1,32 ± 0,18 

0,5685 Mediana 
(Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

1,41 
(0,97; 1,66) 
(1,18; 1,61) 

1,33 
(1,14; 1,47) 
(1,12; 1,49) 

PDT (h) 
 

Promedio ± SD 42,72 ± 7,07 79,68 ± 7,83 

< 0,0001 Mediana 
(Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

39,68 
(38,38; 45,99) 
(38,43; 45,80) 

78,21 
(73,12; 87,10) 
(72,66; 88;40) 

Valores PDT (tiempo de duplicación de la población) calculados para la población hHF-MSC expandida con dos tipos 
de suero: HPL (lisado de plaquetas humano comercial) y FBS (suero bovino fetal comercial); n=2, por triplicado; pases 
6-12; edad de los donantes 21 y 31 años). Los resultados se presentan como promedio ± desviación estándar (SD) y 
como mediana (cuartil 1; cuartil 3) e intervalo de confianza del 95% (I.C.); resultados de los p-valores de la 
comparación entre las dos poblaciones obtenidos mediante la prueba Mann-Whitney. 

 



109 
 

 

 
C 

 

Figura 35. Proliferación de las hHF-MSCs expandidas con suero bovino fetal (FBS) y con lisado de plaquetas humano 

comercial (HPL); (N=2, por triplicado; pases 6 a 12; edad de los donantes 21 y 31 años). A) Recuento de viables y 

tiempo de duplicación de la población (PDT) en horas. El gráfico de cajas y bigotes muestra la media (+), la mediana 

(segmento que divide la caja en dos partes), el primer y tercer cuartil (extremos inferior y superior de la caja, 

respectivamente); así como los valores mínimos y máximos (valores extremos de los bigotes). Los valores atípicos 

se representan con un círculo. ***p<0.001; test Mann Whitney. El gráfico B representa los días de cultivo hasta 

alcanzar el 90% de confluencia. C) Gráfico de barras apiladas que representa el aumento del diámetro de las hHF-

MSCs expandidas con suero FBS (21,73 µm2; Azuaje‐Hualde et al., 2021) respecto al diámetro que presentaron las 

mismas células expandidas con suero de plaquetas humano comercial (HPL) (16,93 µm2).    

El empleo de FBS en estos ensayos tuvieron como objetivo la expansión previa de las hHF-MSCs para su 

empleo posterior en ensayos de diferenciación y transfección celular, ya que se ha descrito que las MSCs 

no pierden sus propiedades al ser previamente expandidas con FBS en este tipo de ensayos (Gregory et 

al., 2006; Matthyssen et al., 2017). El uso de FBS estuvo motivado por el menor coste para la expansión 

de los cultivos.  
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2 CARACTERIZACIÓN DE LAS HHFSCS DE FOLÍCULO 

PILOSO HUMANO DE LA REGIÓN OCCIPITAL. 

2.1 CULTIVO DE HHFSCS PARA SU CARACTERIZACIÓN. 

La población celular derivada de los explantes de folículo piloso se seleccionó por su capacidad de 

adherencia a la superficie plástica del frasco de cultivo. Asimismo, el medio de cultivo de estas células se 

empleó para favorecer el aislamiento de MSCs procedentes del folículo piloso (apartado 1 de Resultados). 

La capacidad de adhesión celular es uno de los criterios mínimos propuestos por la ISCT para la definición 

de población MSC (Dominici et al., 2006).  

El conjunto de células adherentes del folículo piloso humano (hHFSCs) obtenidas a partir de explantes de 

12 donantes se expandieron mediante sucesivos pases con un medio de cultivo basal suplementado con 

un lisado de plaquetas humano comercial (HPL) para obtener el número necesario de células viables para 

su criopreservación, caracterización, estudio de su capacidad proliferativa y de la producción de factores 

inductores de la diferenciación osteogénica. El diseño experimental se muestra en la Figura 36. 

Para la caracterización de las hHFSCs se emplearon cultivos procedentes de donantes de entre 21 y 31 

años en pases entre 4 y 6; no obstante, la demostración de su potencial multipotente se llevó a cabo 

también con pases altos. Las densidades de siembra empleadas fueron de 8.000 células/cm2 para los 

estudios de la morfología e inmunofenotipo mesenquimal por citometría de flujo y de 12.500 células/cm2 

para los ensayos de diferenciación a linajes mesodérmicos. Todos los medios de cultivo fueron 

suplementados con un lisado de plaquetas humano comercial (HPL), con la excepción de las hHFSCs 

destinadas a su diferenciación osteogénica y condrogénica que se expandieron con suero bovino fetal 

(FBS). La selección de las diferentes densidades de siembra, del empleo de HPL e incluso la selección de 

donantes se realizó teniendo en cuenta la disponibilidad de células viables y proliferativas, el análisis 

realizado previamente sobre el efecto de estas variables en la obtención eficaz de las hHFSCs y los ensayos 

a los que se destinan, tal y como se expone en los análisis del apartado 1 de Resultados. 
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Figura 36. Esquema general del diseño experimental para la obtención de hHFSCs destinadas a la caracterización 

como hHF-MSCs siguiendo los criterios mínimos propuestos por la ISCT. 

2.2 MORFOLOGÍA. 

La morfología de las hHFSCs (células estromales derivadas de folículo piloso humano) fue 

observada a microscopía de contraste de fases y se apreció morfología fusiforme similar a los fibroblastos 

y la presencia de células con morfologías poligonales aplanadas (no compactas), así como células con una 

morfología más alargada y dendrítica (Figura 37). Asimismo, se observaron algunas células con morfología 

tricúspide (Figura 37; B y F). No se observaron morfologías poligonales compactas ni agregados similares 

a cuerpos embrioides.  

Al alcanzar la confluencia, se apreciaron cambios en la morfología: un mayor aplanamiento celular (Figura 

37 F – I) y agregaciones multicapa cuando se produjeron estados de confluencia total (Figura 37 – I).  
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Figura 37. Imágenes de hHFSCs aisladas a partir de explantes de folículo piloso y subcultivadas hasta el pase 6. A) 
morfologías fusiformes y alargadas en pase 1; 10X aumentos; B-C) morfologías fusiformes y algunas células 
poligonales aplanadas y dendríticas, todas características de las MSCs del folículo piloso; pases 1 y 3; 10X 
aumentos; D) morfologías poligonales aplanadas características de las células de la papila dérmica; pase 6; 20X; 
E) morfologías fusiformes y morfologías dendríticas; pase 6, 40X; F – H) células en confluencia; pase 6; 4X, 10X y 
20X; I) células en confluencia con agregaciones multicapa; pase 6; 20X. Las flechas azules señalan algunas células 
con morfología más alargada y dendrítica, mientras que las flechas rojas señalan algunas células con morfología 
tricúspide. La dimensión de las imágenes adquiridas con cada uno de los objetivos es de 720 x 576 µm2. 

En los casos en que los cultivos celulares detuvieron su proliferación, y no pudieron recuperarse tras la 

tripsinización y la renovación del medio completo, las células llegaron a mostrar la morfología mostrada 

en la Figura 38. 
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Figura 38. Imágenes de hHFSCs no proliferantes (10X aumentos) en los primeros subcultivos tras el cultivo 
primario. La dimensión de las imágenes adquiridas con cada uno de los objetivos es de 720 x 576 µm2. 

Además del estudio morfológico por microscopía, para comprobar si se observan cambios en la 

morfología a lo largo de los pases 4 y 6, se llevó a cabo un estudio de su tamaño y complejidad celular 

mediante citometría de flujo (Figura 39).  

El análisis de citometría de flujo se llevó a cabo en 10.000 células de cada cultivo. Los gráficos indicaron el 

tamaño y la complejidad celular determinados por la dispersión frontal (FS) y dispersión lateral (SS), 

respectivamente (Figura 39). Los gráficos muestran cada punto como un evento (partícula que ha sido 

excitada por el láser) y representan mediante colores la frecuencia relativa (densidad) de las poblaciones. 

Los resultados obtenidos por citometría no mostraron un cambio significativo del tamaño celular, ni 

cambios en la complejidad celular entre los pases 4 y 6. 

A 

 

B 

 

Figura 39. Gráficos de dispersión lateral (SS) y dispersión frontal (FS). A) hHFSCs en pase 4; B) pase 6. Los gráficos 
muestran cada punto como un evento (cualquier partícula que haya sido excitada por el láser). Por tal motivo, el 
desplazamiento de los puntos hacia la derecha indica un aumento de tamaño celular (FS); mientras que el 
desplazamiento de los puntos hacia arriba mostraría un aumento de la complejidad celular (SS). Las poblaciones 
con mayor número de eventos (mayor frecuencia relativa) se representan mediante colores cercanos al rojo.  
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2.3 ESTUDIO DEL INMUNOFENOTIPO. 

Se analizaron los antígenos de superficie recomendados por la ISCT (Dominici et al., 2006) mediante 

citometría de flujo, para caracterizar la población hHFSC. Este estudio se realizó en hHFSCs en pases 4 y 6 

debido a que: a) el número mínimo de hHFSCs clínicamente relevante se alcanza entre los pases 2 y 3 

(apartado 3.5 de Resultados), b) en estos pases la población hHF-MSC puede ser más homogénea que en 

el pase 3, y c) en terapia celular se emplean generalmente pases bajos para evitar la pérdida de capacidad 

proliferativa de las células debida a procesos de senescencia celular por el aumento del número de 

subcultivos y pases.  

El análisis de citometría de flujo se llevó a cabo en 10.000 células de cada cultivo (Figura 40). Se aplicó el 

proceso de compensación al análisis de datos, que fue definido mediante los controles de superposición 

espectral y el acotamiento de las subpoblaciones de interés.  

El análisis por citometría de flujo demostró que los cultivos celulares en pases 4 y 6 de hHFSCs expresan 

los marcadores mesenquimales característicos de las MSCs, CD73, CD90 y CD105 en pase 4 (99,68%; 

99,96% y 99,59%, respectivamente) (Figura 40) y en pase 6 (99,94%, 99,98% y 99,96%, respectivamente) 

(Figura 41). En contraste, los marcadores hematopoyéticos CD14, CD34 y CD45 no fueron detectados o 

fueron inferiores al 2% (Figura 41).  
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Figura 40. Análisis por citometría de flujo de los antígenos MSCs (CD73, CD90 y CD105) de hHFSCs en pase 4. 1 × 
106 células fueron incubadas con anticuerpos primarios conjugados anti CD73-PE, CD90-FITC y CD105-APC. Los 
controles de isotipo fueron incubados con Mouse lgG1 K Isotype Control-PE, mientras que los controles negativos 
no fueron incubados con ningún anticuerpo. Los porcentajes indican la fracción de células positivas para un 
marcador específico. 
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Figura 41. Inmunofenotipo de hHFSCs obtenido mediante citometría de flujo. 1 × 106 células en pase 6 fueron 
incubadas con anticuerpos primarios conjugados anti CD73-PE, CD90-FITC, CD105-APC, CD14-FITC, CD34-APC y 
CD45-PE. Los controles de isotipo fueron incubados con Mouse lgG1 K Isotype Control-PE, mientras que los 
controles negativos no fueron incubados con ningún anticuerpo. Los porcentajes indican la fracción de células 
positivas para cada marcador específico. 

Los gráficos de distribución de las poblaciones celulares de acuerdo con la coexpresión de cada pareja de 

antígenos de superficie (CD90 vs. CD105, CD90 vs. CD73 y CD73 vs. CD105), tanto en pase 4 como en pase 

6, se muestran en la Figura 42. Para obtener el porcentaje de la población de hHFSCs, que coexpresa los 

marcadores CD73, CD90 y CD105 característicos de las MSCs, tanto en pase 4 como en 6, se emplearon 

diagramas de Venn. Los resultados revelan, la coincidencia de la expresión de los tres antígenos en más 

del 99% de las hHFSCs, en ambos pases (Figura 43).  
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Figura 42. Gráficos de distribución de las poblaciones celulares según la coexpresión (recuadro superior derecho) 
de parejas de antígenos de superficie en pase 4 (A, B y C) y en pase 6 (D, E, y F).  
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Figura 43. Diagramas de Venn de expresión de los marcadores CD90, CD73 y CD105 en las poblaciones hHFSCs en 
pase 4 (A) y pase 6 (B). (A) 99,38% de las células en pase 4 coexpresan los tres marcadores MSCs CD73, CD90 y 
CD105 como puede observarse en la intersección de cada subconjunto. (B) 99,9% de las células coexpresan los tres 
marcadores en pase 6. 

Los datos de citometría de flujo muestran la presencia de una población de hHFSCs capaz de mantener 

un perfil de antígenos de superficie MSCs estable durante el cultivo a lo largo de los pases, ya que los 

antígenos mesenquimales CD73, CD90 y CD105 continúan expresándose por encima del 95% de la 

población celular en pase 6, e incluso por encima de este pase y, al menos, hasta el pase 11 (Tabla 24; 

Figura 44). No obstante, se observó una disminución significativa cuando se aumentó el número de pases 

en el porcentaje de hHFSCs que coexpresaban los 3 marcadores mesenquimales. 

Tabla 24. Coexpresión de los marcadores mesenquimales CD73, CD90 y CD105 en hHFSCs entre los pases 4 a 12 
obtenida mediante citometría de flujo. 

  Coexpresión de marcadores mesenquimales 
p-valor 

respecto a P4-6 

Pases 4-6 

Promedio ± SD 99,85 ± 0,17 

0,5685 Mediana (Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

99,99 (99,99; 99,99) 
(99,99; 99,99) 

Pases 7-9 

Promedio ± SD 97,00 ± 2,00 

0,0083 Mediana 
(Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

97,00 (95,00; 99,00) 
(95,00; 99,00) 

Pases 10-11 

Promedio ± SD 96,00 ± 2,40 

0,0005 Mediana 
(Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

97,00 (94,00; 98,00) 
(94,00; 98,00) 

Valores estadísticos descriptivos de la coexpresión (n=3; pases de 4 a 12 agrupados). Los datos de los pases 7-11 han 
sido cedidos por el Grupo BIOMICs (UPV/EHU). Prueba de Kruskal-Wallis; comparación post hoc por parejas aplicando 
la corrección del valor p según Bonferroni. Entre los pases 7-9 y 10-11 no hay diferencias significativas. 
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Figura 44. Coexpresión de antígenos de superficie mesenquimales CD73, CD90 y CD105 en hHFSCs obtenidos por 
citometría de flujo de subpoblaciones en cultivo desde el pase 4 a 12. Datos de los pases 7-11 han sido cedidos por 
el Grupo BIOMICs (UPV/EHU). Los datos están expresados como mediana e intervalo de confianza del 95%. N=3; 
**p<0.01; ***p<0.001. Prueba de Kruskal-Wallis; comparación post hoc por parejas aplicando la corrección del valor 
p según Bonferroni. 

2.4 ESTUDIO DEL POTENCIAL MULTIPOTENTE IN VITRO DE LAS HHFSCS PARA SU 

DIFERENCIACIÓN A LINAJES MESODÉRMICOS. 

La potencialidad de las hHFSCs derivadas del explante de folículo piloso fue estimada mediante la 

inducción a la diferenciación hacia los tres linajes mesodérmicos: adipogénico, osteogénico y 

condrogénico para poder caracterizarlas como MSCs, siguiendo los criterios mínimos marcados por la ISCT 

(Dominici et al., 2006). El diseño experimental general del cultivo de las hHFSCs para su posterior 

inducción a la diferenciación hacia los tres linajes, y los tipos de análisis que se realizaron, se muestran 

resumidos en la Figura 45.  

Para poder comparar el potencial de diferenciación a cada uno de los tres linajes mesodérmicos para una 

misma población hHF-MSC, todos los cultivos emplearon hHF-MSCs procedentes de un donante de 25 y 

otro de 31 años, entre los pases 6 a 14. Se realizaron experimentos independientes para obtener al menos 

tres réplicas técnicas.  

Los ensayos de diferenciación mesodérmica también habían sido realizados previamente por el Grupo 

Consolidado BIOMICs (UPV/EHU) quienes habían obtenido resultados cualitativos de tinción similares 

(n=3). 

La Figura 45 muestra el esquema del proceso de diferenciación a los tres linajes mesodérmicos. Las hHFSCs 

fueron expandidas en medio de cultivo basal suplementado con lisado de plaquetas humano comercial 

(HPL) en el caso de la población celular destinada al ensayo de inducción adipogénica; mientras que para 
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obtener un número suficiente de células para las diferenciaciones osteogénica y condrogénica se empleó 

suero bovino fetal (FBS). Las células se sembraron con una densidad de siembra alta, 12.500 células/cm2 

en pocillos de placas de 12 pocillos en el caso de las diferenciaciones adipogénica y osteogénica y 200.000 

células por pocillo de placa de 96 pocillos en “U”, en el caso de la diferenciación condrogénica. Los cultivos 

para la diferenciación adipogénica y osteogénica se expandieron hasta alcanzar una confluencia de 80-

90%. En todos los ensayos de diferenciación se emplearon dos tipos de controles (no representados en la 

Figura 45): un control de la tinción sobre la superficie de las placas de cultivo vacías y un control negativo 

de la diferenciación. Como control negativo de la diferenciación se emplearon hHFSCs mantenidas en un 

estado de deprivación suave con medio de cultivo basal bajo en glucosa suplementado con un menor 

porcentaje de suero bovino fetal (10%) para facilitar su quiescencia sin provocar la muerte celular durante 

los días en los que tuvo lugar la diferenciación celular.  

 

Figura 45. Esquema general del diseño experimental del cultivo de hHFSCs para su posterior inducción a 
diferenciación adipogénica, osteogénica y condrogénica. Se muestran así mismo los análisis que se llevaron a cabo 
para comprobar su capacidad de diferenciación hacia los tres linajes mesodérmicos. Los controles de cada ensayo 
no están representados en el esquema. hHFSCs (células estromales derivadas de folículo piloso humano). 

En todos los ensayos se emplearon medios de inducción comerciales específicos del linaje mesodérmico. 

En todos los ensayos se realizaron cambios de medio cada 3-4 días durante 21 días.  

Los resultados a microscopía y la posterior cuantificación de los diferentes productos celulares generados 

tras la diferenciación de las hHF-MSCs a cada uno de los linajes mesodérmicos mostraron que la población 

hHFSC posee potencial de diferenciación a los linajes adipogénico, condrogénico y osteogénico; potencial 

que, como ya se ha puntualizado, deben mostrar las MSCs para ser caracterizadas como tal. El análisis 

cualitativo de la diferenciación adipogénica se llevó a cabo tras la tinción con Oil Red, que permite detectar 

la presencia de depósitos de lípidos característicos de los adipocitos. Tras el análisis cualitativo de la 
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adipogénesis, se determinó de forma cuantitativa el potencial adipogénico mediante la lectura de la 

densidad óptica a 510 nm (OD510) del colorante extraído de las poblaciones diferenciadas (Tabla 25; Figura 

46). Los resultados mostraron una presencia significativa de lípidos por parte de las hHFSCs diferenciadas.  
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Figura 46. Potencial adipogénico de las hHFSCs tras 21 días de diferenciación. A-E: Imágenes obtenidas a 
microscopía tras tinción con Oil Red. Control negativo de diferenciación (A y B) a 20X y 40X aumentos, 
respectivamente. hHFSCs diferenciadas (C – D) a 10X y 20X aumentos. Morfología de las hHFSCs correspondiente 
al día 16 del proceso de diferenciación (E). La dimensión de las imágenes adquiridas con cada uno de los objetivos 
es de 720 x 576 µm2. F: Cuantificación de Oil Red. El gráfico de cajas y bigotes muestra la media (X), la mediana 
(segmento que divide la caja en dos partes), el primer y tercer cuartil (extremos inferior y superior de la caja, 
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respectivamente); así como los valores mínimos y máximos (valores extremos de los bigotes). Las diferencias 
significativas se muestran frente a la población control no diferenciada; ****p<0.0001; test Mann-Whitney.  

 

La inducción osteogénica fue analizada mediante la detección de la mineralización de la matriz de los 

osteoblastos con la tinción con Alizarin Red S, que tiñe los nódulos de calcio producidos durante la 

diferenciación. La presencia de nódulos de calcio producidos por los osteoblastos derivados de las hHFSCs 

se muestra en la Figura 47 A-D. Asimismo, en la Figura 47 – E se observa una morfología similar a 

osteoblasto en los últimos días de diferenciación. Además de la observación de los resultados de la tinción, 

y tras disolver los nódulos mineralizados, se llevó a cabo la lectura de la densidad óptica a 405 nm (OD405). 

(Tabla 25; Figura 47-F). Los resultados mostraron que las hHFSCs poseen un potencial osteogénico 

significativo, aunque, al igual que mostraron las imágenes de los nódulos de calcio, la lectura a 405 nm 

mostró un potencial de diferenciación osteogénica inferior a los observados para otras MSCs.  
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Figura 47. Potencial osteogénico de las hHFSCs tras 21 días de diferenciación. A-E: Imágenes obtenidas a 
microscopía tras tinción con Alizarin Red. Control negativo de diferenciación (A y B) a 4X y 10X aumentos, 
respectivamente. hHFSCs diferenciadas (C – D) a 4X y 10X aumentos. Morfología de las hHFSCs durante el proceso 
de diferenciación (E). Las flechas señalan una morfología similar a osteoblasto. La dimensión de las imágenes 
adquiridas con cada uno de los objetivos es de 720 x 576 µm2. F: Cuantificación de Alizarin Red. El gráfico de cajas 
y bigotes muestra la media (X), la mediana (segmento que divide la caja en dos partes), el primer y tercer cuartil 
(extremos inferior y superior de la caja, respectivamente); así como los valores mínimos y máximos (valores 
extremos de los bigotes). Las diferencias significativas se muestran frente a la población control no diferenciada; 
****p<0.0001; test Mann-Whitney.  
 

El potencial de las hHFSCs para la diferenciación condrogénica se analizó mediante la tinción con Alcian 

Blue, que tiñe los proteoglicanos sulfatados. Tras el análisis cualitativo de la condrogénesis, se determinó 

de forma cuantitativa el potencial condrogénica mediante la lectura de la densidad óptica a 630 nm 

(OD630) del colorante extraído de las poblaciones diferenciadas. Tras los resultados obtenidos (Tabla 25; 

Figura 48) se observó un potencial condrogénico significativo de la población hHFSC. Asimismo, se observó 

una leve coloración generalizada de las hHFSCs sin diferenciar tras la tinción con Alcian Blue (Figura 48 -

A; inferior izquierda. 
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Figura 48. Potencial condrogénico de las hHFSCs tras 21 días de diferenciación. A-C: Imágenes obtenidas tras 
tinción con Alcian Blue: Coloración presentada por los pocillos tras la tinción (A superior izquierda: control negativo 
de diferenciación; A superior derecha: hHFSCs diferenciadas); imágenes obtenidas a microscopía (A inferior 
izquierda: control negativo de diferenciación a 4X aumentos; A inferior derecha: hHFSCs diferenciadas a 4X 
aumentos; B: Formación cartilaginosa obtenida tras el mantenimiento de la diferenciación condrogénica durante 
dos semanas más; C: hHFSCs diferenciadas a 10X aumentos (imagen cedida por el Grupo Consolidado BIOMICs 
UPV/EHU). La dimensión de las imágenes adquiridas con cada uno de los objetivos es de 720 x 576 µm2. D: 
Cuantificación de Alcian Blue. El gráfico de cajas y bigotes muestra la media (X), la mediana (segmento que divide 
la caja en dos partes), el primer y tercer cuartil (extremos inferior y superior de la caja, respectivamente); así como 
los valores mínimos y máximos (valores extremos de los bigotes). Las diferencias significativas se muestran frente 
a la población control no diferenciada; ****p<0.0001; test Mann-Whitney.  
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Tabla 25. Potencial de diferenciación de las hHFSCs a los tres linajes mesodérmicos.  

  
Control 

negativo de 
diferenciación 

hHFSCs 
diferenciadas 

p- valor 

 
Diferenciación adipogénica 
 

Promedio ± SD  0,06 ± 0,02 0,16 ± 0,03 

< 0,0001 Mediana 
(Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

0,06 
(0,04; 0,07) 
(0,05; 0,07) 

0,17 
(0,14; 0,19) 
(0,14; 0,18) 

 
Diferenciación osteogénica 
 

Promedio ± SD 0,02 ± 0,01 0,09 ± 0,03 

< 0,0001 Mediana 
(Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

0,02  
(0,01; 0,02) 
(0,01; 0,02) 

0,09  
(0,07; 0,11) 
(0,07; 0,11) 

 
Diferenciación condrogénica 
 

Promedio ± SD 0,06 ± 0,04 0,51 ± 0,39 

< 0,0001 Mediana 
(Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

0,05  
(0,02; 0,09) 
(0,02; 0,09) 

0,47  
(0,12; 0,88) 
(0,36; 0,54) 

 
Los resultados se presentan como promedio ± desviación estándar (SD) y como mediana (cuartil 1; cuartil 3) e 

intervalo de confianza del 95% (I.C.); test Mann-Whitney. 

2.5 ESTUDIO DE LOS MARCADORES DE HHF-MSCS Y CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL.  

2.5.1 Marcadores de selección. 

2.5.1.1 Identidad de las hHF-MSCs. 

 La comparación de la expresión de marcadores analizados en hHF-MSCs en estudios previos 

con otras poblaciones que pueden aislarse y proliferar en cultivo junto a las hHF-MSCs, y que también 

coexpresan los marcadores de superficie CD73, CD90 y CD105, se muestra en la Tabla 3.  

Para identificar la población hHF-MSC se seleccionaron los genes CD56/NCAM1, ALP y SOX2 para analizar 

su expresión génica, mientras que los marcadores CD44, CD140/PDGRF y CD166/ALCAM no fueron 

seleccionados para su análisis porque también son expresados por el resto de las poblaciones distintas a 

MSCs que pueden proliferar en cultivo.  

El marcador CD146/MCAM, al igual que el gen ALP, se expresa en pericitos pero no en fibroblastos. Entre 

estos dos genes se seleccionó el gen ALP debido a que la expresión positiva de este marcador, junto con 

la demostración de la tinción positiva a Alcian Blue (apartado 2.4 de Resultados) y la observación de 

agregaciones multicapa cuando se alcanzó la confluencia en el cultivo (apartado 2.2), confirmaría la 

presencia de hHF-MSCs. Si con propósitos terapéuticos, se desease eliminar la población de fibroblastos 

un sorting con ALP+ descartaría esta población de la población hHF-MSC aislada. Asimismo, se seleccionó 

el marcador CD56/NCAM1, ya que al ser expresado por hHF-MSCs, y no por pericitos, un sorting con 

CD56+ eliminaría esta otra población celular, a efectos de disminuir el riesgo de generación de procesos 

fibróticos. 

El gen SOX2 se seleccionó para su análisis porque una expresión positiva también confirmaría la presencia 

de las células hHF-MSCs de la papila dérmica y células madre dérmicas de la región peribulbar. Sin 
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embargo, el marcador CD133/PROM1 no se seleccionó para este trabajo al presentar cambios dinámicos 

en la expresión a medida que avanza el ciclo de crecimiento del pelo.  

Los resultados de la expresión génica de CD56, ALP y SOX2 se muestran en la Tabla 26 y Figura 49. SOX2 

es el gen cuyo valor Ct es menor (22,04), sin embargo, no pudo calcularse el valor p, por lo que no se 

muestra su nivel de expresión relativa. No obstante, el valor Ct indica que la expresión fue alta, y este 

dato se incluye por la información que aporta, aunque no se pueda valorar su expresión diferencial 

respecto al control. 

Tabla 26. Resultados de expresión de marcadores en la población HFSC aislada obtenidos mediante qPCR.  
 

Gen Marcador de población Ct 
Nivel de expresión 

relativa normalizada 
p-valor 

CD56 
hHF-MSCs 

Fibroblastos 
++ 3,07 0.004 

ALP 
hHF-MSCs 

Células Muse 
Pericitos 

+ 1,18 0,772 

SOX2 

hHF-MSCs 
Células Muse 

Pericitos 
Células madre derivadas de la piel con origen en 

la cresta neural 

++ N/D N/D 

Datos cedidos por el Grupo BIOMICs (UPV/EHU). (N=3; Pase 7); ++ (expresión alta; Ct < 29); + (expresión moderada; 
29 < Ct < 34). 
 

  

 
Figura  49. Expresión relativa de los genes CD56 y ALP en la población hHF-MSC. Datos cedidos por el Grupo 
BIOMICs (UPV/EHU). 

2.5.1.2 Marcadores selectivos de otras poblaciones que pueden proliferar en cultivo. 

Asimismo, con el objetivo de esclarecer si alguna población celular con mayor pluripotencialidad, 

como son las células Muse, había proliferado en cultivo junto con las hHF-MSCs se llevó a cabo un ensayo 

de diferenciación a endodermo mediante la inducción con activina A y Wnt-3A. Posteriormente, para 

comprobar si tuvo lugar la diferenciación, se analizó la expresión de los marcadores de superficie CD117 

(cKIT) y CD184 (CXCR4) mediante citometría de flujo (Figura 50), y se realizó el análisis de expresión de los 

genes SOX17 y FOXA2 mediante PCR a tiempo real. Asimismo, se analizó la coexpresión de CD117 y CD184 

en la población hHF-MSC para detectar la presencia de progenitores del linaje endodérmico, tras la 
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diferenciación de las hHF-MSCs, junto con el análisis de expresión de los genes SOX17 y FOXA2 mediante 

PCR a tiempo real.  

Los resultados de citometría mostraron una coexpresión inapreciable de los marcadores CD117 y CD184 

(Figura 50-B). Asimismo, los resultados de expresión génica no mostraron niveles relativos de expresión 

(Tabla 27).  

Asimismo, la ausencia de expresión de los marcadores CD117 y CD184 en la población no diferenciada, 

que son característicos de las poblaciones celulares CD34+ del folículo piloso y tejidos circundantes, 

diferentes a MSCs, y que pueden proliferar junto con las MSCs del folículo piloso, evidenció que, el 

marcador CD117, que podría ser expresado por progenitores de tránsito melanocíticos, mostró una 

expresión inapreciable (Figura 50-A).  

 

A 
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B 

 

 

 
Figura 50. Expresión de marcadores CD117 (cKIT) y CD184 (CXCR4). En hHF-MSCs; pase 6 por duplicado; 
experimentos independientes utilizando diferentes cultivos. (A) Análisis por citometría de flujo. (B) Gráficos de 
distribución de las poblaciones celulares hHF-MSCs según la coexpresión de los dos marcadores (recuadro superior 
derecho). 1 × 106 células fueron incubadas con anticuerpos primarios conjugados anti-Human CD117 (c-Kit)-PE 
anti-Human CD184 (CXCR4)-APC. Los controles de isotipo fueron incubados con Mouse IgG2aK Isotype Control-
APC, mientras que los controles negativos no fueron incubados con ningún anticuerpo. Los porcentajes indican la 
fracción de células positivas para cada marcador específico.  

 
Tabla 27. Resultados de expresión de genes mediante qPCR en la población hHF-MSC tras su diferenciación a linaje 
endodérmico.  
 

Gen Marcador de población Ct 
Nivel de expresión 

relativa normalizada 
p-valor 

FOXA2 Endodermo (junto con 
citometría 

CD117+/CD184+ 

Negativo o 
baja expresión 

No se observa expresión diferencial 

SOX17 
Negativo o 

baja expresión 
0,15 - 

 

 

2.5.2 Caracterización funcional in silico de las hHF-MSCs. 

2.5.2.1 Genes con expresión diferencial (DEG). 

La ISCT MSC recomienda demostrar la funcionalidad de las MSCs mediante la demostración de la 

secreción de factores tróficos, la modulación de las células inmunitarias y la promoción de la angiogénesis. 

Por tanto, se procedió a analizar los resultados de expresión génica de hHF-MSCs de 3 donantes (pase 7) 

con edades entre los 30 y 55 años, aisladas y expandidas con suero heterólogo, que contenía al menos los 

factores de crecimiento IGF, EFG y PDGF, al igual que el lisado de plaquetas humano. Los resultados de 

expresión fueron cedidos por el Grupo BIOMICs (UPV/EHU). Para resolver la existencia de diferencias 

significativas en la expresión génica emplearon como control hHF-MSCs expandidas con medio de cultivo 

basal sin suero.  

A partir de los resultados de expresión de los 37 genes aportados se realizó una selección de 25 genes con 

expresión diferencial (DEG) en las hHF-MSCs expandidas con HS en comparación con el control, en base 

al nivel relativo de expresión (Fold Change (FC) >2) y a un valor significativo de p<0,01. En la Tabla 28 se 

muestran los DEG y su nivel de expresión relativa normalizada en unidades log (FC), para realizar 

posteriormente un tratamiento bioinformático de los datos.  
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Como puede observarse en la Tabla 28, 20 genes mostraron sobreexpresión y 5 genes resultaron 

subexpresados. Además de los DEG, se muestran los genes qcuya expresión no mostró diferencias 

estadísticamente significativas con respecto al control. En la Figura 51 se representan los niveles relativos 

de expresión normalizados respecto al control para cada uno de los genes de la Tabla 28.  

Tabla 28. Expresión génica de la población hHF-MSC.  

Gen Descripción Log (FC) p-valor 

ADAR Double-stranded RNA-specific adenosine deaminase 0,49 0,0167 

ALDH2 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial -0,29 0,0008 

AXIN1 Axin-1 0,65 0,0372 

BMP1 Bone morphogenetic protein 1 0,42 0,0380 

BMP2 Bone morphogenetic protein 2 1,61 0,0095 

CCNA2 Cyclin-A2 -0,48 0,0003 

CCND2 G1/S-specific cyclin-D2 0,80 0,0057 

CCNE1 G1/S-specific cyclin-E1 0,38 0,0137 

CD44 CD44 antigen 0,76 0,0018 

CDK1 Cyclin-dependent kinase 1 -1,29 0,0009 

COL1A1 Collagen alpha-1(I) chain -0,86 0,0003 

DHH Desert hedgehog protein 0,39 0,0104 

DLL1 Delta-like protein 1 0,53 0,0035 

DTX1 E3 ubiquitin-protein ligase DTX1 0,90 0,0288 

DTX2 Probable E3 ubiquitin-protein ligase DTX2 0,58 0,0031 

DVL1 Dishevelled segment polarity protein 1 0,62 0,0018 

EP300 Histone acetyltransferase p300 0,53 0,0085 

FGF1 Fibroblast growth factor 1 -0,53 0,0012 

FGF2 Fibroblast growth factor 2 0,32 0,0045 

FGFR1 Fibroblast growth factor receptor 1 0,34 0,0137 

GJB2 Gap junction beta-2 protein 1,35 0,0150 

HDAC2 Histone deacetylase 2 0,32 0,0088 

HSPA9 Stress-70 protein, mitochondrial 0,66 0,0080 

JAG1 Protein jagged-1 0,38 0,0003 

KAT2A Histone acetyltransferase KAT2A 0,42 0,0003 

KAT7 Histone acetyltransferase KAT7 0,42 0,0018 

KAT8 Histone acetyltransferase KAT8 0,44 0,0000 

KRT15 Keratin, type I cytoskeletal 15 0,56 0,0002 

MME Neprilysin 0,35 0,0157 

MSX1 Homeobox protein MSX-1 0,46 0,0011 

MYC Myc proto-oncogene protein 0,53 0,0024 

NCAM1 Neural cell adhesion molecule 1 1,22 0,0000 

NOTCH1 Neurogenic locus notch homolog protein 1 0,86 0,0031 

NUMB Protein numb homolog 0,35 0,0392 

PPARD Peroxisome proliferator-activated receptor delta 0,72 0,0049 
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Gen Descripción Log (FC) p-valor 

ADAR Double-stranded RNA-specific adenosine deaminase 0,49 0,0167 

PPARG Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 0,21 0,0095 

T T, brachyury homolog 0,61 0,0179 

 
Los genes con expresión diferencial (DEG) se han seleccionado en base al nivel relativo de expresión (Fold Change 
(FC) >2) y valor p (p<0,01). Los resultados FC se muestran como Log (FC). DEG sobreexpresados (rojo), DEG 
subexpresados (verde, genes sin expresión diferencial significativa (sin color). Datos cedidos por el Grupo BIOMICs 
(UPV/EHU); n=3; pase 7; edad de 30 a 55 años. 

 

 

 
Figura 51. Cuantificación relativa de los genes de la Tabla 28. Los niveles de expresión se compararon con sus 
controles respectivos. A) El gráfico de dispersión muestra todos los genes analizados; B) En este gráfico se detalla 
a escala logarítmica la expresión de los genes sobreexpresados (rojo) y los que no muestran expresión diferencial 
(p>0.01) en gris. El color verde indica una subexpresión del gen (A). 
 

Para determinar la categoría y grupos funcionales de las proteínas expresadas y caracterizar 

funcionalmente a las hHF-MSCs se procedió a realizar un tratamiento bioinformático de los resultados de 

la Tabla 28 mediante el programa PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships), que 

realiza una combinación de genomas, clasificaciones de función de genes y rutas de señalización. 

2.5.2.2 Clasificación Gene Ontology (GO) de los genes sobreexpresados en la población 

hHF-MSC. 

Los resultados de la clasificación PANTHER se representaron mediante gráficos de barras (Figura 

52). PANTHER clasifica e identifica las categorías y grupos funcionales mediante el término GO (Gene 

Ontology) que describe el conjunto de genes. El término GO agrupa los genes en familias (relacionadas 
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evolutivamente) y subfamilias (evolutiva y funcionalmente relacionadas). En la Figura 52-A se representan 

los resultados obtenidos tras la clasificación. Mediante este programa se identificaron 17 grupos 

funcionales de DEG sobrexpresados que se agruparon en tres categorías: componente celular, función 

molecular y proceso biológico. En la Figura 52-B se muestra una representación de las agrupaciones GO 

ordenadas de mayor a menor según las diferencias significativas entre el número de genes.  

A 

 
 

B 
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Figura 52. Categoría y grupos funcionales de los genes sobreexpresados por las hHF-MSCs con expresión diferencial 
(genes en rojo de la Tabla 28) obtenidos mediante el programa PANTHER. A) Identificación y clasificación en 
categorías de los grupos funcionales obtenidos. Los grupos funcionales se reprentan como porcentaje y número 
de genes. B) Gráfico de barras que muestra los términos GO de identificación de familias/ subfamilias de genes 
(GO: Gene Ontology) con diferencias significativas en el número de genes (log p-value). 

2.5.2.3 Funcionalidad de las proteínas hHF-MSCs y rutas en las que intervienen.  

La categorización funcional realizada mediante el programa Panther mostró 7 grupos funcionales 

de proteínas (Figura 53). Asimismo, el análisis de rutas o pathway identificó las proteínas que desempeñan 

un papel fundamental en los procesos biológicos. En total se obtuvieron 19 rutas (Tabla 29; Figura 54). El 

número de proteínas de las hHF-MSCs que intervienen en cada ruta se muestra en la Tabla 29; mientras 

que la descripción de las proteínas que intervienen en cada ruta se detalla en la Tabla 30.  

 

transmembrane signal receptor (PC00197)
intercellular signal molecule (PC00207)
chromatin/chromatin-binding, or -regulatory protein (PC00077)
gene-specific transcriptional regulator (PC00264)
scaffold/adaptor protein (PC00226)
protein-binding activity modulator (PC00095)
protein modifying enzyme (PC00260)

Total=62

7,7%

15,4%

23,1%

23,1%

15,4%

7,7%



134 
 

Figura 53. Categorización funcional de las proteínas detectadas tras los resultados de expresión génica en la 
población hHF-MSC mediante el programa PANTHER. El gráfico circular muestra el porcentaje del número de 
proteínas que pertenecen a cada categoría funcional. 

El conocimiento de los genes expresados diferencialmente en las hHF-MSCs, y las rutas en las que 

intervienen las proteínas codificadas por estos genes, por ejemplo, para la enfermedad de Alzheimer, 

aporta información sobre qué proteínas se podrían inhibir para interrumpir las rutas clave en una 

enfermedad, con propósitos de aplicación futura de las hHF-MSCs en terapia celular.  

Tabla 29. Pathways en las que intervienen las proteínas producidas significativamente por las hHF-MSCs. 

Pathways Nº proteínas Porcentaje  

Angiogenesis (P00005) 6 28.6% 

Interleukin signaling pathway (P00036) 1 4.8% 

Alzheimer disease-presenilin pathway (P00004) 5 23.8% 

p53 pathway feedback loops 2 (P04398) 1 4.8% 

Parkinson disease (P00049) 1 4.8% 

Gonadotropin-releasing hormone receptor pathway (P06664) 2 9.5% 

PI3 kinase pathway (P00048) 1 4.8% 

PDGF signaling pathway (P00047) 1 4.8% 

Oxidative stress response (P00046) 1 4.8% 

Notch signaling pathway (P00045) 3 14.3% 

Cell cycle (P00013) 1 4.8% 

CCKR signaling map (P06959) 1 4.8% 

Huntington disease (P00029) 1 4.8% 

p53 pathway (P00059) 2 9.5% 

Heterotrimeric G-protein signaling pathway-Gi alpha and Gs 
alpha mediated pathway (P00026) 

1 4.8% 

Wnt signaling pathway (P00057) 6 28.6% 

Transcription regulation by bZIP transcription factor (P00055) 1 4.8% 

FGF signaling pathway (P00021) 1 4.8% 

TGF-beta signaling pathway (P00052) 2 9.5% 
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Figura 54. Rutas en las que intervienen las proteínas producidas por las hHF-MSCs.  

 

Tabla 30. Rutas con mayor número de proteínas implicadas y enumeración de dichas proteínas. A (angiogénesis); W 
(vía de señalización Wnt); Z (Alzheimer); N (vía de señalización NOTCH); P (Parkinson). 
 

Pathway Proteína Subfamilia Clase 

A DLL1 DELTA-LIKE PROTEIN 1 (PTHR24044:SF380) - 

A JAG1 PROTEIN JAGGED-1 (PTHR24044:SF448) - 

A NOTCH1 
NEUROGENIC LOCUS NOTCH HOMOLOG PROTEIN 1 

(PTHR45836:SF12) 
- 

A DVL1 
SEGMENT POLARITY PROTEIN DISHEVELLED HOMOLOG 

DVL-1-RELATED (PTHR10878:SF5) 
scaffold/adaptor protein 

(PC00226) 

A FGF2 FIBROBLAST GROWTH FACTOR 2 (PTHR11486:SF83) growth factor (PC00112) 

W DVL1 
SEGMENT POLARITY PROTEIN DISHEVELLED HOMOLOG 

DVL-1-RELATED (PTHR10878:SF5) 
scaffold/adaptor 

protein(PC00226) 

W PPARD 
PEROXISOME PROLIFERATOR-ACTIVATED RECEPTOR 

DELTA (PTHR24082:SF15) 
C4 zinc finger nuclear 

receptor(PC00169) 

W DVL1 
SEGMENT POLARITY PROTEIN DISHEVELLED HOMOLOG 

DVL-1-RELATED (PTHR10878:SF5) 
scaffold/adaptor 

protein(PC00226) 

W MYC MYC PROTO-ONCOGENE PROTEIN (PTHR45851:SF1) 
basic helix-loop-helix 

transcription factor(PC00055) 

W HDAC2 HISTONE DEACETYLASE 2 (PTHR48252:SF17) - 

W EP300 HISTONE ACETYLTRANSFERASE P300 (PTHR13808:SF29) 
histone modifying 
enzyme(PC00261) 

Z CD44 CD44 ANTIGEN (PTHR10225:SF6) 
transmembrane signal 

receptor(PC00197) 

Z KAT7 HISTONE ACETYLTRANSFERASE KAT7 (PTHR10615:SF102) 
histone modifying 
enzyme(PC00261) 

Z NOTCH1 
NEUROGENIC LOCUS NOTCH HOMOLOG PROTEIN 1 

(PTHR45836:SF12) 
- 

Total=146.8

Angiogenesis (P00005)
Interleukin signaling pathway (P00036)
Alzheimer disease-presenilin pathway (P00004)
p53 pathway feedback loops 2 (P04398)
Parkinson disease (P00049)
Gonadotropin-releasing hormone receptor pathway (P06664)
PI3 kinase pathway (P00048)
PDGF signaling pathway (P00047)
Oxidative stress response (P00046)
Notch signaling pathway (P00045)
Cell cycle (P00013)
CCKR signaling map (P06959)
Huntington disease (P00029)
p53 pathway (P00059)
Heterotrimeric G-protein signaling pathway-Gi alpha and Gs alpha mediated pa
Wnt signaling pathway (P00057)
Transcription regulation by bZIP transcription factor (P00055)
FGF signaling pathway (P00021)
TGF-beta signaling pathway (P00052)
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Pathway Proteína Subfamilia Clase 

Z DVL1 
SEGMENT POLARITY PROTEIN DISHEVELLED HOMOLOG 

DVL-1-RELATED (PTHR10878:SF5) 
scaffold/adaptor 

protein(PC00226) 

Z DVL1 
SEGMENT POLARITY PROTEIN DISHEVELLED HOMOLOG 

DVL-1-RELATED (PTHR10878:SF5) 
scaffold/adaptor 

protein(PC00226) 

N DLL1 DELTA-LIKE PROTEIN 1 (PTHR24044:SF380) - 

N JAG1 PROTEIN JAGGED-1 (PTHR24044:SF448) - 

N NOTCH1 
NEUROGENIC LOCUS NOTCH HOMOLOG PROTEIN 1 

(PTHR45836:SF12) 
- 

P HPSA9 
STRESS-70 PROTEIN, MITOCHONDRIAL 

(PTHR19375:SF184) 
- 

3 IDENTIDAD DE LAS HHF-MSCS SEGÚN SU 

CAPACIDAD PROLIFERATIVA. 

3.1 SELECCIÓN DE ENSAYOS PARA EL ESTUDIO DE LA CAPACIDAD PROLIFERATIVA DE 

LAS HHF-MSCS.   

La proliferación celular es una de las propiedades biológicas que es necesario definir para tratar 

de caracterizar las hHF-MSCs, teniendo en cuenta que, tal y como se ha descrito previamente en esta 

tesis, la identidad de las MSCs aún está bajo debate. Asimismo, la aplicación futura de las hHF-MSCs in 

vivo requiere conocer el rendimiento celular de la población y su cinética de crecimiento. Por tanto, se 

procedió a analizar las cinéticas de crecimiento de hHF-MSCs aisladas de un total de 12 donantes. Tras la 

fase de cultivo primario, se expandieron con el objetivo de analizar la tasa de duplicación celular a lo largo 

del tiempo y compararla con los datos obtenidos para otras MSCs derivadas de folículo piloso y de otras 

fuentes de procedencia. Para ello se utilizó un lisado de plaquetas humano comercial (HPL) hasta alcanzar 

un 90% de confluencia por cada subcultivo. 

La cinética de crecimiento fue analizada mediante: la determinación del número de células adherentes 

viables obtenidas tras el cultivo primario, el cálculo del rendimiento teórico de las células para alcanzar 

un número mínimo de hHF-MSCs clínicamente relevante, junto con el tiempo de expansión y pases 

necesarios para alcanzarlo, y, por último, la determinación de los valores PD (duplicaciones de la 

población) y PDT (tiempo de duplicación de la población).  

La capacidad proliferativa de las hHF-MSCs fue asimismo estudiada mediante: el análisis de las fases del 

ciclo celular S+G2/M, el índice de proliferación, los estados no proliferativos quiescentes (G0/G1) y los no 

reversibles, así como el estudio de la apoptosis y la necrosis celular. 

Teniendo en cuenta que el uso de estas células con propósitos terapéuticos requiere evitar estados de 

senescencia celular, es preciso optimizar las condiciones de cultivo y las metodologías encaminadas a este 

fin, por lo que, además, se analizó: el efecto de las condiciones de cultivo, la densidad celular de siembra, 

el nivel de confluencia, la inhibición por contacto y los estados de deprivación de nutrientes y factores de 
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crecimiento; así como el posible efecto de la edad de los donantes sobre el aislamiento y expansión de las 

hHF-MSCs.  

3.2 CINÉTICA DE CRECIMIENTO DE LAS HHF-MSCS. 

Para analizar la cinética de crecimiento de los pases realizados tras el cultivo primario se procedió al 

análisis de los recuentos de viables obtenidos de los cultivos proliferativos tras la expansión de hHFSCs de 

los 12 donantes, tal y como se representa en la Figura 28, hasta alcanzar el pase 5, empleando suero HPL 

como suplemento del medio de cultivo completo, al igual que se realizó durante el cultivo primario. La 

obtención del número de células viables por donante y réplica para cada pase se muestra en la Tabla 31-

A.  

Durante los pases se observó que, cada vez que las hHF-MSCs se subcultivaban, dentro de los límites de 

su vida útil finita, volvían a crecer hasta alcanzar la densidad celular que existía antes del subcultivo (Tabla 

31-A y C).  

El análisis de las cinéticas de crecimiento se realizó mediante el cálculo de los valores de las duplicaciones 

de la población obtenidas en cada pase (PD) y el tiempo de duplicación de la población (PDT); así como 

las duplicaciones de la población hHF-MSC acumuladas (cPD) a lo largo de los pases (Tabla 31-B). Los 

resultados de los p-valores ajustados por el método de Bonferroni de la comparación entre pares se 

muestran en la Tabla 27-D. 

Tabla 31. A) Recuento de células viables por donante y réplica. B) Estadísticos descriptivos. C) Resultados de los p-
valores de la comparación entre pares para los recuentos celulares. D) Resultados de los p-valores.  

 

31 – A  P1 P2 P3 P4 P5 

hHF-MSCs 
viables 

Promedio ± 
SD 

1,07 ± 0,34 0,96 ± 0,56 1,07 ± 0,40 1,31 ± 0,63 1,17 ± 0,45 

Mediana  
(Q1; Q3) 

I.C. del 95% 

1,08 

(0,82; 1,29) 
0,82 - 1,29 

0,88 

(0,64; 1,52) 

0,64 - 1,52 

0,91 

(0,86; 1,37) 

0,78 - 1,69 

1,09 

(0,84; 2,14) 

0,71 - 2,14 

1,11 

(0,86; 1,49) 

0,88 - 1,41 

 

31 – B  P1 P2 P3 P4 P5 

PD 

Promedio ± 
SD 

4,63 ± 0,74 3,13 ± 0,84 2,84 ± 0,79 2,88 ± 1,02 3,38 ± 0,73 

Mediana  
(Q1; Q3) 

4,73 
(3,96; 5,10) 

3,18 
(2,44; 3,68) 

2,52 
(2,23; 3,13) 

2,29 
(2,18; 3,47) 

3,50 
(2,74; 3,77) 

I.C. (95%) (4,22 - 5,04) (2,73 - 3,54) (2,31 - 3,37) (2,29 - 3,47) (3,11 - 3,66) 

cPD 
 

Mediana  
I.C. (95%) 

4,73 
(3,90; 5,20) 

7,90 
(6,10; 9,00) 

10,43 
(8,30; 13,20) 

12,72 
(10,50; 17,20) 

16,22 
(13,40; 20,90) 

PDT (h) 

Promedio ± 
SD 

26,29 ± 8,52 37,19 ± 12,07 39,66 ± 7,96 41,10 ± 6,60 40,16 ± 8,17 

Mediana  
(Q1; Q3) 

23,80 
(20,11; 29,39) 

40,09 
(25,10; 45,73) 

36,61 
(33,25; 45,61) 

42,44 
(34,46; 44,63) 

38,63 
(34,21; 42,58) 

I.C. (95%) 19,63 - 29,99 24,97 - 46,12 32,36 - 50,46 34,00 - 46,70 35,08 - 41,28 
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31 – C.  
p-Valores (hHF-
MSCs viables) 

P1 P2 P3 P4 

P2 > 0,999    

P3 > 0,999 > 0,999   

P4 > 0,999 > 0,999 > 0,999  

P5 > 0,999 > 0,999 > 0,999 > 0,999 

 
31 – D. 
p-Valores 
(PD\PDT) 

P1 P2 P3 P4 P5 

P1 - 0,0219 0,0373 0,0018 0,0011 

P2 0,0005 - >0,9999 >0,9999 >0,9999 

P3 0,0002 >0,9999 - >0,9999 >0,9999 

P4 < 0,0001 >0,9999 >0,9999 - >0,9999 

P5 0,0051 >0,9999 >0,9999 0,6075 - 

Valores PD (duplicaciones de la población), cPD (valor acumulado de duplicaciones de la población) y PDT (tiempo de 
duplicación de la población) calculados para la población de hHF-MSC. Los resultados se presentan como mediana 
(cuartil 1; cuartil 3) e intervalo de confianza (I.C. del 95%), y como promedio ± desviación estándar (SD) para facilitar 
su comparación con resultados de estudios previos para MSCs de la misma fuente y procedentes de otros tejidos. Se 
muestran los p-valores de la comparación entre pares para PD (valores por debajo de la diagonal) y PDT (valores por 
encima de la diagonal). Prueba de Kruskal-Wallis; comparación post hoc por parejas aplicando la corrección del valor 
p según Bonferroni.  

La duplicación media de la población hHF-MSC entre los pases 2 a 5 estuvo comprendida entre 2,29 y 3,50 

(Tabla 31-B). Como era de esperar, el valor PD en pase 1 se mostró significativamente superior al resto de 

pases (Tabla 27-D; Figura 55-A), como consecuencia de la menor densidad celular de siembra (~2.000 

células/cm2), debida al menor número de células obtenidas tras el cultivo primario. La densidad de 

siembra en los sucesivos pases fue de ~8.000 células/cm2.  

En la Figura 55 se muestra la tendencia de los parámetros cPD (Figura 55-C) y la representación gráfica de 

los valores PDT (Figura 55-B), a través de los pases 1 a 5. Tras analizar las cinéticas de crecimiento de las 

poblaciones de hHF-MSCs obtenidas después del cultivo primario y tras los pases a corto y medio plazo, 

se observó que, a medida que aumentaba el número de pases, aumentaba también el tiempo de 

duplicación de la población, de forma más significativa a partir del pase 3 (Figura 55-B).  

En el pase 3, el valor acumulado de duplicaciones de la población (cPD) obtenido para las hHF-MSCs en 

nuestro estudio fue de 10,43 (con un intervalo de confianza del 95% de 8,30 a 13,20) (Tabla 31-B). La 

comparación del tiempo de duplicación de nuestra población con otras poblaciones MSCs se muestra en 

la Figura 56. 
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Figura 55. Cinética de crecimiento de hHF-MSCs estimada por valores PD (A), PDT (B) y cPD (C). Los gráficos de 
diagrama de dispersión con barras representan los datos PD (A) y PDT (B) como mediana e intervalo de confianza 
(95%) (columnas y barras de error, respectivamente). El modelo de regresión lineal (C) muestra la relación entre 
los valores acumulados (cPD) y el número de pases; siendo X el número de pases e Y, el valor de duplicaciones de 
la población alcanzado, con muy alto valor de correlación entre los valores PD obtenidos. *p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.001; ****p<0,0001; Prueba de Kruskal-Wallis; comparaciones post hoc por parejas aplicando la corrección 
del valor p según Bonferroni. PD (duplicación de la población); cPD (duplicación de la población acumulada); PDT 
(tiempo de duplicación de la población).     

 

 

Figura 56. Tiempo de duplicación de la población hHF-MSC en pase 3 frente al tiempo de duplicación de MSCs de 
igual y distinto origen al del presente estudio. Los datos se muestran como valor medio.  
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3.3 EFECTO EN LA CINÉTICA DE CRECIMIENTO DEL GRADO DE CONFLUENCIA 

ALCANZADO. 

Con el objetivo de analizar el efecto del aumento de la densidad celular durante la expansión de 

hHF-MSCs en el cultivo y, por tanto, determinar el grado de confluencia que mejor favorece la 

proliferación celular, hemos analizado la viabilidad celular y el tiempo de duplicación de la población en 

hHF-MSCs con la misma densidad de siembra (5.000-8.000 células/cm2) y diferente grado de confluencia 

del cultivo (50-60% y superior al 80%) (Figura 57).  

 
Figura 57. Esquema del diseño experimental realizado para el análisis del efecto del grado de confluencia de las 
hHF-MSCs sobre la proliferación celular. Población A (células que alcanzan un 50-60% de confluencia); Población 
B (células que superan el 80% de confluencia). La densidad de siembra para todas las poblaciones celulares es de 
5.000 a 8.000 células/cm2 (N = 8; por triplicado; pases 1-6; edad de los donantes entre 21 y 40 años). PDT (tiempo 
de duplicación de la población). 

Los resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas ni en la viabilidad celular ni en el tiempo 

de duplicación de la población hHF-MSCs con diferentes grados de confluencia (Tabla 32; Figura 58).  

Tabla 32. Viabilidad y tiempo de duplicación (PDT) mostrado por las hHF-MSCs con una misma densidad de siembra 
(5.000-8.000 células/cm2) y diferentes grados de confluencia.  

 

  Confluencia  
50-60% 

Confluencia 
>80% 

Viabilidad (%) 
 

Promedio ± SD 79,52 ± 11,53 77,38 ± 12,46 

Mediana (Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

78,76 (69,12; 90,33) 
69,12 - 90,33 

77,53 (69,31; 86,95) 
69,76 - 83,23 

p-valor 0,72 

PDT (h) 
 

Promedio ± SD 37,62 ± 9,07 35,93 ± 7,12 

Mediana (Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

34,65 (32,36; 46,70) 
32,36 - 46,70 

36,38 (32,23; 41, 10) 
32,61 - 40,93 

p-valor 0,98 

(N=8, por triplicado; pases 1 a 6; edad de los donantes entre 21 y 40 años). Los resultados se presentan como mediana 
(cuartil 1; cuartil 3) e intervalo de confianza (C.I. 95%), y como promedio ± desviación estándar (SD) para facilitar su 
comparación con resultados estudios previos para MSCs de la misma fuente y procedentes de otros tejidos. Los p-
valores de la comparación con la población control se han obtenido mediante el test Mann-Whitney. 

 



141 
 

  

Figura 58. Viabilidad en porcentaje y tiempo de duplicación (PDT) en horas mostrado por las hHF-MSCs con una 
misma densidad de siembra (5.000-8.000 células/cm2) y diferentes grados de confluencia. (N=8, por triplicado; 
pases 1 a 6; edad de los donantes entre 21 y 40 años). Los gráficos muestran la dispersión de los datos obtenidos. 
EL gráfico de diagrama de dispersión con barras (B) representa los datos como mediana e intervalo de confianza 
del 95% (columnas y barras de error, respectivamente); no se observan diferencias significativas; test Mann-
Whitney. 

 

Con el objetivo de analizar si una densidad de siembra alta de 12.500 hHF-MSCs /cm2 con un grado de 

confluencia mayor del 80% puede afectar su capacidad proliferativa, se comparó el tiempo de duplicación 

de esta población con el que mostraron las hHF-MSCs con una densidad de siembra de entre 5.000 y 8.000 

células/cm2 y un grado de confluencia superior al 80%. Los resultados mostraron que las densidades de 

siembra altas (12.500 células/cm2), y con una confluencia superior al 80%, tampoco afectan a la 

proliferación de hHF-MSCs (Tabla 33; Figura 59). Esto puede ser debido a que no se alcanzó el estado de 

inhibición por contacto y deprivación que se produce al prolongar el cultivo durante la fase estacionaria, 

donde existe una alta agregación multicapa debida a alta confluencia y no se observa duplicación de la 

población (Figura 59).  

Tabla 33. Tiempos de duplicación (PDT) de las hHF-MSCs con diferentes densidades de siembra y grado de confluencia 
superior al 80%.  

 

 Confluencia  
30-40% 

Confluencia 
>80%  

PDT (h) 
Promedio ± SD 

35,93 ± 7,12 39,94 ± 7,64 

p-valor   0,07 

 

n=3, por triplicado; pases 2 a 6; edad de los donantes entre 21 y 36 años. Los datos son expresados como promedio 
± desviación estándar (SD); no se observan diferencias significativas; prueba t de student. 
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Figura 59. Tiempo de duplicación (PDT) de hHF-MSCs expandidas a 
partir de diferentes densidades de siembra hasta alcanzar una 
confluencia superior al 80%. (N=3, por triplicado; pases 2 a 6; edad de 
los donantes entre 25 y 36 años). Los datos se representan como 
promedio ± SD; densidad media (5.000-8.000 células/cm2); densidad 
alta (12.500 células/cm2); no se observan diferencias significativas; 
prueba t de student. 

Durante la expansión de las hHF-MSCs se observaron cultivos menos proliferativos, ya que durante la 

duración de los cultivos no sobrepasaron confluencias del 40%. No obstante, la comparación de su 

viabilidad no mostró diferencias significativas con las poblaciones que alcanzaron el 50-60% de 

confluencia (Tabla 34; Figura 60).  

Tabla 34. Comparación de la viabilidad y tiempo de duplicación de la población (PDT) mostrado por hHF-MSCs que 
solo alcanzaron un 30-40% de confluencia respecto a hHF-MSCs que alcanzaron un 50-60% de confluencia, con una 
misma densidad de siembra (5.000-8.000 células/cm2) y duración del cultivo.  
 

  Confluencia 
30-40% 

Confluencia  
50-60% 

Viabilidad (%) 
 

Promedio ± SD 76,18 ± 11,92 79,52 ± 11,53 

Mediana (Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

76,58 
(63,94; 86,53) 
63,69 – 86,57 

78,76 
(69,12; 90,33) 
69,12 – 90,33 

p-valor 0,37 

PDT (h) 
 

Promedio ± SD 42,32 ± 5,23 37,62 ± 9,07 

Mediana (Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

41,81 
(38,16; 44,83) 38,07- 44,85 

 

34,65 
(32,36; 46,70) 
32,36 – 46,70 

p-valor 0,03 

n=8, por triplicado; pases 1 a 6; edad de los donantes entre 21 y 40 años. Los resultados se presentan como mediana 
(cuartil 1; cuartil 3) e intervalo de confianza (C.I. 95%), y como promedio ± desviación estándar (SD). Los p-valores de 
la comparación con la población control se han obtenido mediante el test Mann-Whitney. 

 

  

Figura 60. Viabilidad en porcentaje y tiempo de duplicación (PDT) en horas mostrado por las hHF-MSCs con una 
misma densidad de siembra (5.000-8.000 células/cm2) y diferentes grados de confluencia alcanzados tras 4-6 días 
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de cultivo. (N=8, por triplicado; pases 1 a 6; edad de los donantes entre 21 y 40 años). Los gráficos muestran la 
dispersión de los datos obtenidos. EL gráfico de diagrama de dispersión con barras (B) representa los datos como 
mediana e intervalo de confianza del 95% (columnas y barras de error, respectivamente); *p<0.05; test Mann-
Whitney. 

3.4 FASES DEL CRECIMIENTO EN EL SUBCULTIVO. 

El proceso de crecimiento celular de las hHF-MSCs con medio suplementado con lisado de 

plaquetas humano comercial (HPL), desde su siembra hasta alcanzar su fase estacionaria, se describe 

mediante una curva de crecimiento (N=2, por triplicado, edad de los donantes: 25 y 36 años, pases de 2 a 

5). A partir de los recuentos de células viables obtenidos cada 24 horas (Tabla 35) se llevó a cabo un 

análisis de regresión no lineal para la obtención de la ecuación de crecimiento logístico (Tabla 35) y la 

elaboración de la curva de crecimiento (Figura 61 - B). Tal y como puede observarse en esta Figura, el 

crecimiento logístico comienza casi exponencial y luego se desacelera a medida que alcanza el tamaño de 

población máxima posible. A medida que Y se acerca al máximo YM el crecimiento se ralentiza. El modelo 

logístico se ajusta a la ecuación Y=YM*Y0/((YM-Y0)*exp(-k*x) +Y0). Mediante los datos obtenidos (Tabla 

36) se calculó dicha ecuación de la curva Y= 3,18x108 / (3,64x104*X + 3,92 x103); R2 = 0,95 para determinar 

el momento más adecuado para el subcultivo (Figura 61 – B). De esta manera es posible disponer de una 

población de hHF-MSCs con alta capacidad proliferativa para evitar entrar en estados conducentes a la 

senescencia celular.  

Tabla 35. Densidad celular de hHF-MSCs en cultivo (N=2, por triplicado, edad de los donantes: 25 y 36 años, pases de 

2 a 5). Los datos de densidad celular se muestran como promedio de células/cm2 ± desviación estándar (SD).  

 

Días de cultivo 
Densidad celular 

(células/cm2) ± SD 
Confluencia (%) 

Siembra 5.000-8.000 ~10 

1 N/D N/D 

2 N/D N/D 

3 28.893 ± 7.024 40-50 

4 40.369 ± 7.291 60-70 

5 57.729 ± 2.725 80-90 

6 65.324 ± 2.870 90-100 

7 72.269 ± 3.002 
Agregación 
multicapa 

8 N/D N/D 

9 N/D N/D 

10 81.448 ± 5.684 
Agregación 
multicapa 

11 82.467 ± 7.267 
Agregación 
multicapa 
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Tabla 36. Crecimiento logístico de las hHF-MSCs. El modelo logístico se ajusta a la ecuación Y = YM*Y0 / [(YM-Y0) * 

exp(-k*x) +Y0]; YM (máxima densidad de la población celular); Y0 (densidad inicial de siembra); k (constante cuya 

inversa “1/k” muestra el punto de inicio de la fase logarítmica.  

 

 Best-fit values 
Intervalo de confianza 95% 

(profile likelihood) 

YM (células/cm2) 81.164 75.828 - 87110 

Y0 (células/cm2) 3.920 2.218 – 6.119 

k 0,75 0,62 - 0,91 

Xint = 1/k (días) 1,33 1,09 - 1,60 

Ecuación de la curva de crecimiento logístico:  
 

Y = YM*Y0 / [(YM-Y0) * exp(-k*x) +Y0] 
 

Y= 3,18x108 / (3,64x104 X + 3,92 x103); R2 = 0,95 

 
  
 

A 

 
 

B 

 

Figura 61. Curva de crecimiento de hHF-MSCs. Los datos se representan como el promedio de células/cm2 ± 
desviación estándar frente a los días de subcultivo (N=2, por triplicado, edad de los donantes: 25 y 36 años, pases 
de 2 a 5). A) Incremento en la densidad celular (células/cm2) en una escala logarítmica representada frente a los 
días de subcultivo. El gráfico de inserción muestra la línea de regresión para ajustar un modelo de crecimiento 
exponencial de las medias de las densidades celulares obtenidas durante la duración del subcultivo hasta el día 5. 
B) Crecimiento logístico obtenido mediante regresión no lineal. La curva de crecimiento obtenida a partir de los 
datos de la tabla 35 se ajusta a la ecuación Y= 3,18x108 / (3,64x104 X + 3,92 x103); R2 = 0,95. La fase de latencia 
tiene una duración de ~1,33 días y la fase estacionaria comienza a partir del día 7. El 60-70% de confluencia se 
alcanza el día 4 y durante el quinto día se alcanza una confluencia entre el 80-90%.  

El periodo de latencia fue de 1,33 días de duración (I.C. del 95% de 1,09 a 1,60) (Tabla 36). Tras los 

resultados obtenidos sobre las fases de crecimiento, viabilidad y cinética de crecimiento, se estimó que 

las hHF-MSCs al 80% de confluencia mostraban una alta tasa de duplicación de la población (Figura 58) 

sin entrar en fase estacionaria (Figura 61) y, por consiguiente, sin sufrir inhibición por contacto celular. A 

la vista de ello, puede concluirse que el cuarto día, o entre el cuarto y quinto días de cultivo, es el periodo 

óptimo para resembrar la población de hHF-MSCs sin sobrepasar el 80% de confluencia (Tabla 35; Figura 

61).  
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3.5 OBTENCIÓN DE UN NÚMERO MÍNIMO DE HHF-MSCS CLÍNICAMENTE 

RELEVANTE. 

El estudio del rendimiento de las hHF-MSCs para alcanzar el número mínimo de células 

clínicamente relevante (140 x 106 células, según Petrenko et al., 2020) se llevó a cabo en base a los 

resultados obtenidos de la duración del cultivo primario (Tabla 6) y de los recuentos de células viables por 

donante y réplica y valores de duplicación de la población celular en los pases 1 a 5 (Tabla 27). Todos los 

cultivos se realizaron con un lisado de plaquetas humano (HPL), para asegurar una eficiente proliferación 

de hMSCs de grado clínico (Matthyssen et al., 2017; Romaldini et al., 2018; Petrenko et al., 2020), sin 

necesidad de emplear sueros derivados de animales (xeno-free).  

La duración del cultivo primario para hHF-MSCs, antes de que las células adherentes alcanzasen la 

confluencia, fue de 20,50 días (I.C. del 95% de 18,50 a 23,00) (Tabla 37). Asimismo, para alcanzar un 

número mínimo de hHF-MSCs clínicamente relevante (140 x 106), se requieren 12,00 (9,00 – 13,00) días 

de expansión celular tras el cultivo primario. 

Las hHF-MSCs mostraron un alto potencial de proliferación durante los primeros pases tras el aislamiento, 

con una viabilidad de 80 - 90%. El número mínimo de células clínicamente relevante se alcanzó en el pase 

2 (Tablas 37 y 38).  No obstante, el límite inferior del intervalo de confianza no alcanzó el valor mínimo de 

140 x 106 células. Este valor se alcanza con el límite inferior del I.C. (95%) del pase 3. Al coincidir este valor 

con el primer cuartil en dicho pase, se estableció que el 25% de los cultivos requirió llegar hasta el pase 3 

para conseguir el número mínimo clínicamente relevante.   

Tabla 37. Cinética de crecimiento de las hHF-MSCs en comparación con resultados previos para MSCs de procedencia 

de otros tejidos; datos obtenidos de Petrenko et al. (2020) *. En la tabla se muestra la duración necesaria para alcanzar 

el número de células clínicamente relevante (140x106). I.C. (intervalo de confianza).  

Tejido del que 
proceden las 

hMSCs 

Método de 
aislamiento 

(promedio de células 
aisladas) 

Duración media (días) para alcanzar un total de 
140x106 células 

Pase hasta 
alcanzar 

140x106 células 
Cultivo 

primario 
Expansión Total 

Médula ósea 
(hBM-MSCs) * 

Sedimentación de 
gelofusina 

8,40 34,60 43,10 4 

Tejido adipose 
(hAT-MSCs) * 

Digestión con 
colagenasa 

6,90 13,00 19,90 2 

Wharton Jelly 
(hWJ-MSCs) * 

Digestión con liberasa 13 7,60 20,60 2 

Folículo piloso 
(hHF-MSCs) 

 Mediana  
(I.C. del 95%) 

Cultivo sin 
tratamiento desde el 

explante primario 

20,50  
(18,50; 23,00) 

12,00 
(9,00; 13,00) 

32,50 
(27,50; 36,00) 

2 
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Tabla 38. Cálculo teórico del rendimiento celular de las hHF-MSCs.  

Pase 
Células viables / donante y 

réplica 
cPD 

Rendimiento teórico de hHF-
MSCs (número de células x 2cPD) 

P1 
1,08 x 106 

(0,82; 1,29) 
4,73 

(3,90; 5,20) 
28,63 x 106 

(12,20; 47,40) 

P2 
0,88 x 106 

(0,64; 1,52) 

7,90 
(6,10; 9,00) 

211,85 x 106 
(43,69; 778,24) 

P3 
0,91 x 106 

(0,78; 1,69) 

10,43 
(8,30; 13,20) 

1.256,47 x 106 

(245,83; 1.590,31)  

Cálculo basado en los resultados de crecimiento celular obtenidos en los diferentes ensayos (pases 1 a 3). Los 
resultados se presentan como mediana e intervalo de confianza del 95% (I.C.). El recuento de células viables se 
muestra como número de hHF-MSCs viables obtenidas por donante y réplica. cPD (valor acumulado de 
duplicaciones de la población). 

3.6 ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR E ÍNDICE DE PROLIFERACIÓN. 

El análisis de las fases del ciclo celular en el que se encuentran las hHF-MSCs de nuestro estudio se 

llevó a cabo por citometría de flujo empleando ioduro de propidio, dado que el contenido de ADN refleja 

la fase del ciclo celular en el que se encuentran las células (Figura 62-A). El estudio se realizó para hHF-

MSCs en pases 5-6, pases en los que las MSCs derivadas del folículo piloso aún no muestran signos de 

senescencia (Bajpai et al., 2012).  

El valor de la mediana obtenido mostró que las hHF-MSCs en pases 5-6 presentaba el 75,98% (intervalo 

de confianza del 95% de 74,27 a 77,61) de células en fase G0/G1, 12,81% (I.C. 95% de 11,90 a 14,44) en 

fase S y 11,06% (I.C. 95% de 10,08; 11,55) en fase G2/M del ciclo celular (Tabla 39; Figura 62-A). En la 

Figura 62-B se compara el porcentaje de células en las fases proliferativas S + G2/M (24,03% [I.C. 95% de 

22,39 a 25,73]) con los obtenidos por Zhang et al. (2013), en MSCs procedentes de la papila dérmica y 

vaina dérmica del folículo piloso (20,43%), y se observa que ambas poblaciones de hHF-MSCs muestran 

un ciclo celular lento. Asimismo, la comparación de los datos de citometría de flujo obtenidos para las 

hHF-MSCs de nuestro estudio en los pases 5-6 con los mostrados por Zhang et al. (2013) en pases 9 a 11 

(79,57% en fase G0/G1, 14,40% en fase S y 6,03% en fase G2/M) sugieren que el ciclo celular lento 

característico de las MSCs se mantiene en las hHF-MSCs de nuestro estudio. Por otra parte, las hHF-MSCs 

en pase 5-6 muestran una fracción de S+G2/M superior a la hallada por Zhang et al. (2013) en pases más 

altos (pases 9 a 11) de MSCs procedentes de la papila dérmica y de la vaina dérmica del folículo piloso 

(Figura 62-B). Este dato confirma que, en pases tempranos, el índice de proliferación es más alto y, por 

tanto, el tiempo de duplicación de la población hHF-MSCs estudiada por nosotros es significativamente 

menor, tal y como se ha demostrado en el análisis de las cinéticas de crecimiento.  

El índice de proliferación (PI) para las hHF-MSCs en pase 6 fue de 0,24 (con un intervalo de confianza del 

95% de 0,22 a 0,26) (Tabla 39), siendo este valor de 0,20 para este tipo celular en pases más tardíos 9-11 

(Zhang et al, 2013), lo que confirma la disminución de la proliferación conforme aumentan los subcultivos. 

Tabla 39. Porcentaje de células de las distintas fases del ciclo celular e índices de proliferación en hHF-MSCs.   
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  G0/G1 S G2/M S + G2/M 
Índice de 

proliferación 

Población 
hHF-MSC 
(%) 

Promedio ± SD 75,98 ± 1,46 13,07 ± 1,17 10,96 ± 0,52 24,02 ± 1,46 0,24 ± 0,01 

Mediana  
(Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

75,98  
(74,77; 77,24) 
(74,27; 77,61) 

12,81  
(12,09; 14,14) 
(11,90; 14,44) 

11,06  
(10,77; 11,26) 
(10,08; 11,55) 

24,03  
(22,76; 25,23) 
(22,39; 25,73) 

0,24  
(0,23; 0,25) 
(0,22; 0,26) 

Datos 
obtenidos por 
Zhang et al. 
(2013) 

Promedio * 79,57 14,40 6,03 20,43 0,20 

n=3, por triplicado; pases 2-6; edad de los donantes 21 y 42 años. Los resultados se presentan como promedio ± 
desviación estándar (SD) y como mediana (cuartil 1; cuartil 3) e intervalo de confianza para la mediana (I.C. 95%), y 
se comparan con los promedios obtenidos por Zhang et al. (2013) para MSCs de la papila dérmica y de la vaina dérmica 
del folículo piloso (pases 9-11). (*) El valor SD no se muestra porque este dato no fue publicado. 

A 

 

B 

 

Figura 62. A) Análisis del ciclo celular mediante citometría de flujo. B) Análisis comparativo de los datos obtenidos 
por citometría de flujo (N=3, por triplicado; pases 2-6; edad de los donantes 21 y 42 años) con los pases 9-11 
obtenidos por Zhang et al. (2013) (las barras de error no se muestran porque este dato no fue publicado).  

3.7 SINCRONIZACIÓN CELULAR TRAS LA INHIBICIÓN POR CONTACTO Y ESTADO DE 

DEPRIVACIÓN. 

3.7.1 Efecto de la sincronización celular en fase G0/G1 del ciclo celular en la capacidad 

proliferativa. 

3.7.1.1 Inducción a la sincronización celular en fase G0/G1. 

El contacto celular de MSCs humanas altera las cinéticas de crecimiento y acelera su senescencia 

(Ho et al., 2011). Con la finalidad de estudiar estos efectos, procedimos a provocar la detención del ciclo 

celular en la población de hHF-MSCs (población experimental B de la Figura 63) y al análisis de la capacidad 

proliferativa de estos cultivos. Para inducir la sincronización en fase G0/G1 se llevó a cabo una estrategia 

consistente en una elevada densidad de siembra (20.000 células/cm2) para asegurar una confluencia total 

en 4-5 días, tras lo cual, se procedió al mantenimiento del cultivo en estado de deprivación de nutrientes 

y factores de crecimiento (Figura 63). La privación de factores de crecimiento es un método que ya fue 

descrito por Darzynkiewicz et al. (1996) para detener las células en fase G0/G1. Comprobamos mediante 

citometría de flujo que efectivamente se había conseguido la sincronización del ciclo celular en las 



148 
 

poblaciones de hHF-MSCs resultantes del cultivo a alta densidad celular durante 7 días desde su siembra, 

denominada en adelante “células sincronizadas en fase G0/G1”. Como control se emplearon “células no 

sincronizadas” que consistieron en hHF-MSCs cuya densidad de siembra fue de 12.500 células/cm2 y cuya 

expansión se favoreció hasta alcanzar la confluencia total sin mantenerlas en un estado de inhibición por 

contacto y de agotamiento de nutrientes (población control A de la Figura 63).  

 

Figura 63. Esquema del diseño experimental realizado para el análisis de los efectos de la sincronización de las 
hHF-MSCs en fase G0/G1 sobre la proliferación celular. Población A (células control no sincronizadas); N=3, por 
triplicado; pases 2-6; edad de los donantes entre 21 y 42 años. Población B (células sincronizadas en fase G0/G1); 
N = 7 (pool); por triplicado; pases 5-6; edad de los donantes entre 21 y 42 años. PD (duplicación de la población); 
PDT (tiempo de duplicación de la población).  

3.7.1.2 Morfología celular. 

La alta confluencia celular induce cambios morfológicos en las hHF-MSCs y se observa que las 

células se alargan y aplanan, como se describió en el apartado 2.2. Para comprobar el efecto de la 

sincronización de la población de hHF-MSCs en fase G0/G1 sobre la morfología celular, se procedió al 

análisis de su tamaño y complejidad celular mediante citometría de flujo (Figura 64-B), frente a hHF-MSCs 

no sincronizadas (Figura 64-A). El análisis de citometría de flujo se llevó a cabo en 10.000 células de cada 

cultivo. Los gráficos de citometría de flujo indicaron el tamaño y la complejidad celular determinados por 
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la dispersión frontal (FS) y dispersión lateral (SS), respectivamente. Los gráficos muestran cada punto 

como un evento (partícula que ha sido excitada por el láser) y representan mediante colores la frecuencia 

relativa (densidad) de las poblaciones. Los resultados obtenidos por citometría para la población 

experimental (población B de la Figura 63) que se había sometido a un proceso para la sincronización en 

estado quiescente, en condiciones de alta confluencia y estado de privación de nutrientes y factores de 

crecimiento, mostraron una disminución del tamaño celular, tal y como puede observarse en la Figura 64 

(representados por colores cercanos al naranja y rojo), y un aumento de la complejidad celular en una 

fracción menor de la población (eventos representados en su mayor parte por colores verdes y azules). El 

efecto de la sincronización celular en fase G0/G1 sobre la apoptosis se analiza en el subapartado 3.7.1.5.   

A 

 

B 

 
Figura 64. Gráficos de dispersión lateral (SS) y dispersión frontal (FS). (A) Células no sincronizadas (N=2; por 
duplicado; pase 6; edad 25 años); (B) Células sincronizadas en fase G0/G1 (N=7 (pool); por triplicado; pases 5-6; 
edades entre 21 y 42 años). Los gráficos muestran a cada punto como un evento (se define como evento a 
cualquier partícula que haya sido excitada por el láser). Por tal motivo, el desplazamiento de los puntos hacia la 
derecha indica un aumento de tamaño celular (FS); mientras que el desplazamiento de los puntos hacia arriba 
muestra un aumento de la complejidad celular (SS). Las poblaciones con mayor número de eventos (mayor 
frecuencia relativa) se representan mediante colores cercanos al rojo.  

3.7.1.3 Ciclo Celular e Índice de Proliferación. 

 Para comprobar que tiene lugar la sincronización en fase G0/G1 de las hHF-MSCs provocada 

por el contacto celular y el mantenimiento en estado de deprivación se llevó a cabo un análisis por 

citometría de flujo empleando ioduro de propidio. Los resultados de la citometría de la población 

experimental B (Figura 63), sincronizada en estado quiescente, mostraron un aumento significativo en el 

porcentaje de células en fase G0/G1 (Tabla 40; Figura 65), como era de esperar. El porcentaje de células 

en fase G0/G1 en la población hHF-MSCs sincronizada fue del 91,00% (intervalo de confianza del 95% de 

89,63 a 92,29) frente al mostrado por la población control no sincronizada (75,98% [I.C. del 95% de 74,27 

a 77,61]) en la misma fase.  

Tabla 40. Porcentaje de células de las distintas fases del ciclo celular e índices de proliferación en hHF-MSCs 
sincronizadas en fase G0/G1.  
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  G0/G1 S G2/M S + G2/M 
Índice de 

proliferación 

Células control  
no sincronizadas 
(%) 

Promedio 
± SD 

75,98 ± 1,46 13,07 ± 1,17 10,96 ± 0,52 24,02 ± 1,46 0,24 ± 0,01 

Mediana  
(Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

75,98  
(74,77; 
77,24) 

74,27 - 77,61 

12,81  
(12,09; 
14,14) 
(11,90; 
14,44) 

11,06  
(10,77; 
11,26) 
(10,08; 
11,55) 

24,03  
(22,76; 
25,23) 
(22,39; 
25,73) 

0,24  
(0,23; 0,25) 
(0,22; 0,26) 

Células 
sincronizadas en 
fase G0/G1 
(%) 

Promedio 
± SD 

90,92 ± 1,37 1,56 ± 0,49 7,51 ± 1,08 9,08 ± 1,37 0,09 ± 0,01 

Mediana  
(Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

91,00  
(90,61; 
91,76) 
(89,63; 
92,29) 

1,46  
(1,34; 1,75) 
(1,22; 1,92) 

7,43  
(6,88; 8,22) 
(6,26; 8,45) 

9,00  
(8,25; 9,39) 

(7,71; 10,37) 

0,09  
(0,08; 0,09) 
(0,08; 0,10) 

p - valor  0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

Población sincronizada (n=7 (pool), por triplicado; pases 5-6; edades entre 21 y 42 años), frente a la población control 
no sincronizada (n=3, por triplicado; pases 2-6; edad de los donantes 21 y 42 años). Los resultados se presentan como 
promedio ± desviación estándar (SD) y como mediana (cuartil 1; cuartil 3) e intervalo de confianza para la mediana 
(I.C. 95%). Los p-valores de la comparación con la población control se han obtenido mediante la prueba Mann-
Whitney. 

 

Figura 65. Análisis del ciclo celular en hHF-MSCs sincronizadas en fase G0/G1 y población control no sincronizada. 
A) Distribución de las fases del ciclo celular (mediana e intervalo de confianza (95%) representadas en un gráfico 
de barras apiladas; B) Gráfico tipo violín de la distribución de las células en fase G0/G1 y la suma de las fases S y 
G2/M; mediana (línea discontinua más gruesa); cuartiles 1 y 3 (líneas punteadas); C) Fases S y G2/M en una 
representación de barras que se extienden a izquierda y derecha para facilitar la visualización de los resultados de 
la Figura A; D) Índices de proliferación representados en un gráfico de cajas y bigotes que muestra la media (·), la 
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mediana (segmento que divide la caja en dos partes), el primer y tercer cuartil (extremos inferior y superior de la 
caja, respectivamente); así como los valores mínimos y máximos (valores extremos de los bigotes). Los valores 
atípicos se representan con un círculo. Las diferencias significativas se muestran frente a la población control no 
sincronizada; ***p<0.001; test Mann-Whitney.  

En cuanto a las fases S+G2/M, se observó una disminución estadísticamente significativa en la población 

de células una vez alcanzada la inhibición por contacto (9,00% [intervalo de confianza del 95% de 7,71 a 

10,37) frente al 24,03% [I.C. 95% de 22,39 a 25,73] que mostraron las células control no sincronizadas 

(Tabla 40; Figura 65-B). En la Figura 65-C se muestra la comparación de los resultados obtenidos para las 

fases S y G2/M del ciclo celular donde se observa de forma más clara la disminución del porcentaje de 

hHF-MSCs en estas fases cuando sufren una inhibición por contacto y estado de deprivación.  

3.7.1.4 En síntesis, el índice de proliferación (Tabla 40; Figura 65-D) fue 2,6 veces menor en la 

población celular sincronizada en fase G0/G1 (0,09 [I.C. 95% de 0,08 a 0,10] frente a 

0,24 [I.C. de 0,22 a 0,26] correspondiente a la población control, lo que se corresponde 

con el aumento significativo de células en fase G0/G1 en la población hHF-MSCs inhibida 

por contacto y en estado de deprivación de nutrientes y de factores de 

crecimiento.Cinética de crecimiento tras la sincronización del cultivo.  

 Para el estudio del efecto que ejerce la sincronización de las hHF-MSCs en fase G0/G1 por 

confluencia y estado de privación de nutrientes en la proliferación celular, se compararon las 

duplicaciones y los tiempos de duplicación de la población sincronizada (población B de la Figura 68) 

frente a la población control no sincronizada (población A de la Figura 68). Ambas poblaciones superaron 

el 80% de confluencia. Los resultados de las cinéticas de crecimiento (Tabla 41; Figura 66) de los cultivos 

de hHF-MSCs sincronizados en G0/G1 mostraron una reducción significativa de la duplicación de la 

población (1,65 [intervalo de confianza del 95% de 1,42 a 2,15]), frente a las poblaciones no sincronizadas 

(2,24 [I.C. 95% de 2,08 a 2,48]); asimismo, el tiempo de duplicación de cultivos fueron significativamente 

prolongados (87,49 horas [I.C. 95% de 74,43 a 94,99]) respecto a la población no sincronizada (39,89 horas 

[I.C. 95% de 35,77 a 43,95]).  

Tabla 41. Valores estadísticos descripticos de la duplicación de la población (PD) y tiempo de duplicación de la 
población (PDT) en hHF-MSCs sincronizadas en fase G0/G1.  

 

 Control  
Células no sincronizadas 

Células sincronizadas en 
fase G0/G1 

PD 
Promedio ± SD 

2,31 ± 0,30 1,82 ± 0,66 

PD 
Mediana (Q1; Q3) 

I.C. (95%) 

2,24  
(2,08; 2,48) 
(2,08; 2,48) 

1,65  
(1,43; 2,06) 
(1,42; 2,15) 

p-valor (PD)  0.002 

PDT (h) 
Promedio ± SD 

39,94 ± 7,64 93,36 ± 22,66 

PDT (h) 
Mediana (Q1; Q3) 

I.C. (95%) 

39,89  
(35,77; 43,95) 
(35,77; 43,95) 

87,49  
(81,00; 100,52) 
(74,43; 94,99) 
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p-valor (PDT)  0.000 

Población sincronizada (n=7 (pool), por triplicado; pases 5-6; edades entre 21 y 42 años) y población control no 
sincronizada (n=3, por triplicado; pases 2-6; edad de los donantes 21 y 42 años). Los resultados se presentan como 
promedio ± desviación estándar (SD) y como mediana (cuartil 1; cuartil 3) e intervalo de confianza para la mediana 
(I.C. 95%). Los p-valores de la comparación con la población control no sincronizada se han obtenido mediante la 
prueba Mann-Whitney. 

 

Figura 66. Efecto de la sincronización en fase G0/G1 de las hHF-MSCs por contacto celular y estado de deprivación en 
la cinética de crecimiento. Poblaciones analizadas hHF-MSCs sincronizadas en fase G0/G1 (N=7 (pool), por triplicado; 
pases 5-6; edades entre 21 y 42 años) y población control no sincronizada (N=3, por triplicado; pases 2-6; edad de los 
donantes 21 y 42 años). Los gráficos de diagrama de dispersión con barras representan los datos PD (A) y PDT (B) 
como mediana e intervalo de confianza del 95% (columnas y barras de error, respectivamente). PD (Duplicación de la 
población); PDT (Tiempo de duplicación de la población (PDT); **p<0.01, ***p<0.001; ****p<0.0001; test Mann-
Whitney.  

3.7.1.5 Viabilidad. Apoptosis y necrosis celular. 

 Para valorar los efectos de la sincronización de las hHF-MSCs en fase G0/G1 del ciclo celular 

sobre la viabilidad, se compararon las poblaciones hHF-MSCs sincronizadas (69,00% [intervalo de 

confianza del 95% de 65,06 a 72,84]) frente a las poblaciones control no sincronizadas (87,10% [I.C. 95% 

de 74,43 a 89,83]), observándose una reducción estadísticamente significativa de la viabilidad (Tabla 42; 

Figura 67). Sin embargo, debido a que este método de recuento es menos constante a medida que 

aumenta el tiempo en que las células están en contacto con el azul tripán (Mascotti et al., 2000), se analizó 

la necrosis mediante citometría de flujo de células teñidas con Sytox, por ser un método más estable que 

el recuento celular con azul tripán, y demostrar, de esta manera que la disminución de la viabilidad 

observada se correspondía con el efecto de la inhibición por contacto y/o estado de deprivación, y no a 

complicaciones durante el desarrollo de la metodología.  

Tabla 42. Valores estadísticos descriptivos de los porcentajes de viabilidad obtenidos en hHF-MSCs sincronizadas en 
fase G0/G1.  
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 Control  
Células no sincronizadas 

Células sincronizadas en 
fase G0/G1 

Promedio ± SD 81,35 ± 13,01 68,14 ± 11,47 

Mediana  
(Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

87,10 
(74,29; 90,25) 
(74,43; 89,83) 

69,00  
(65,32; 72,26) 
(65,06; 72,84) 

p-valor   0.003 

Población sincronizada (n=7 (pool), por triplicado; pases 5-6; edades entre 21 y 42 años); población control no 
sincronizada (N=3, por triplicado; pases 2-6; edad de los donantes 21 y 42 años). Los resultados se presentan como 
promedio ± desviación estándar (SD) y como mediana (cuartil 1; cuartil 3) e intervalo de confianza para la mediana 
(I.C. 95%). Los p-valores de la comparación con la población control no sincronizada se han obtenido mediante la 
prueba Mann-Whitney. 

 

Figura 67. Efecto de la inhibición por contacto en la 
viabilidad de las hHF-MSCs sincronizadas en fase G0/G1 
por contacto celular y estado de deprivación. 
Poblaciones analizadas: hHF-MSCs sincronizadas en 
fase G0/G1 (N=7 (pool), por triplicado; pases 5-6; 
edades entre 21 y 42 años) y población control no 
sincronizada (N=3, por triplicado; pases 2-6; edad de los 
donantes 21 y 42 años). El gráfico de diagrama de 
dispersión con barras representa el porcentaje de 
viabilidad como mediana e intervalo de confianza del 
95% (columnas y barras de error, respectivamente); 
**p<0.01; test Mann-Whitney. 

Los estados no proliferativos irreversibles de las hHF-MSCs se analizaron mediante citometría de flujo con 

el fin de estimar el porcentaje de células en apoptosis tardía y de células necróticas, tanto en la población 

sincronizada en fase G0/G1 (población B de la Figura 68) como en la población control no sincronizada 

(población A de la Figura 68). Para ello se analizó, mediante el reactivo de detección de caspasa-3/7 Green 

CellEvent™ 530/30, el porcentaje de la población que expresaba caspasa 3 y caspasa 7 para determinar 

así la proporción de células apoptóticas. Y, por otro lado, se analizaron las células muertas mediante 

tinción con Sytox™ AADvanced™ 690/50, ya que las células vivas y apoptóticas son impermeables a este 

colorante fluorescente, mientras que las células necróticas si son permeables al Sytox (Figura 68).  

A B 
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Figura 68. Análisis de los estados apoptóticos y necróticos por citometría de flujo en hHF-MSCs por efecto de la 
sincronización celular en hHF-MSCs por contacto celular y deprivación (B), frente a la población no sincronizada 
control (A).  

Tabla 43. Porcentaje de hHF-MSCs apoptóticas y necróticas en la población sincronizada en fase G0/G1, frente a la 
población no sincronizadas (control).  

  Apoptóticas (%) Necróticas (%) 
Apoptóticas + 
Necróticas (%) 

 
Células control  
no sincronizadas (%) 
 

Promedio ± SD  1,16 ± 0,22 1,39 ± 0,23 2,55 ± 0,41 

Mediana  
(Q1; Q3) 
I.C. (95) 

1,07 
(1,04; 1,19) 
(1,01; 1,48) 

1,40 
(1,20; 1,59) 
(1,18; 1,60) 

2,45 
(2,23; 2,77) 
(2,22; 3,08) 

 
Células sincronizadas 
en fase G0/G1 (%) 
 

Promedio ± SD 2,65 ± 1,35 5,33 ± 1,13 7,97 ± 1,16 

Mediana  
(Q1; Q3) 
I.C. (95) 

2,83 
(1,49; 3,74) 
(1,34; 4,08) 

5,09 
(4,53; 6,15) 
(4,50; 6,18) 

8,03 
(7,31; 8,61) 
(6,56; 9,06) 

p - valor  0,010 0,001 0,001 

Población control no sincronizada (N=3, por triplicado; pases 2-6; edad de los donantes 21 y 42 años). Población 

sincronizada (N=7 (pool), por triplicado; pases 5-6; edades entre 21 y 42 años). Los resultados se presentan como 

promedio ± desviación estándar (SD) y como mediana (cuartil 1; cuartil 3) e intervalo de confianza para la mediana 

(I.C. 95%). Los p-valores de la comparación con la población control se han obtenido mediante la prueba Mann-

Whitney. 
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Figura 69. Efecto de la sincronización celular en hHF-MSCs por contacto celular y estado de deprivación en la 
apoptosis y necrosis. Poblaciones analizadas: hHF-MSCs sincronizadas en fase G0/G1 (N=7 (pool), por triplicado; 
pases 5-6; edades entre 21 y 42 años) y población control no sincronizada (N=3, por triplicado; pases 2-6; edad de 
los donantes 21 y 42 años). A) Gráfico tipo violín que representa la distribución del porcentaje de células 
apoptóticas y necróticas obtenido para cada población; mediana (línea discontinua más gruesa); cuartiles 1 y 3 
(líneas punteadas); B) Gráfico de barras que se extienden a izquierda y derecha para facilitar la visualización de los 
resultados. Las diferencias significativas se muestran frente a la población control no sincronizada; *p<0.05; 
**p<0.01; test Mann-Whitney.   

Las hHF-MSCs control no sincronizadas en fase G0/G1 mostraron valores de apoptosis tardía y necrosis 

del 1,07% (intervalo de confianza del 95% de 1,01 a 1,48) y 1,40% (I.C. 95% de 1,18 a 1,60), 

respectivamente.  

En el caso de células hHF-MSCs que habían sufrido el efecto de la inhibición por contacto y deprivación, 

el número de células apoptóticas y necróticas aumentó significativamente, presentando unos valores de 

2,83% (I.C. 95% de 1,34 a 4,08) y 5,09% (I.C. 95% de 4,50 a 6,18), respectivamente (Tabla 43, Figura 69).  

El aumento significativo en la necrosis celular tras la inhibición por contacto y agotamiento de nutrientes 

y factores de crecimiento también fue observado en los ensayos de viabilidad con el método de tinción 

por exclusión con azul tripán (Figura 67), por lo que los resultados de ambas pruebas confirman que la 

sincronización de hHF-MSCs en G0/G1 contribuye al aumento de la muerte celular. 

3.7.2 Recuperación de cultivos sincronizados en fase G0/G1. 

La quiescencia, al contrario que la senescencia, se caracteriza por un estado de detención 

reversible del ciclo celular. Se ha descrito que determinadas moléculas como el resveratrol (Peltz et al., 

2012) o Dlk1 (DLK1 delta like non-canonical Notch ligand 1) (Walker et al., 2019) inducen la reentrada en 

el ciclo celular.  

En algunos cultivos de hHF-MSCs las células dejan de proliferar, incluso tras las tripsinizaciones y 

resiembras con medio fresco para impulsar de nuevo su crecimiento, tal y como se describe en el apartado 

1.4. Con el objetivo de comprobar si el resveratrol ayuda a recuperar estos cultivos, se trató una población 

de hHF-MSCs (población B de la Figura 70) durante 5 días con resveratrol (10 µM) y posteriormente se 

indujo la sincronización en fase G0/G1 manteniendo 48 horas más los cultivos hasta asegurar el efecto de 

la inhibición por contacto, y sin adicionar medio fresco para favorecer el estado de agotamiento de 

nutrientes y factores de crecimiento. Como población control se emplearon hHF-MSCs sincronizadas en 

fase G0/G1 sin tratamiento con resveratrol (población A de la Figura 70).  

Para analizar si el tratamiento con resveratrol 10 µM había inducido la reentrada en el ciclo celular en 

hHF-MSCs se adicionó ioduro de propidio a ambas poblaciones celulares y se estimó la proporción de hHF-

MSCs en fase S del ciclo celular. Asimismo, se trataron las células con EdU Alexa Fluor® 488 y se comparó 

el porcentaje de células en fase S obtenido con el porcentaje de células que habían incorporado EdU 

durante la síntesis de ADN (Tabla 44; Figura 73-A). 
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Figura 70. Esquema del diseño experimental realizado para el análisis de la reentrada en el ciclo celular de hHF-
MSCs pretratadas con resveratrol 10 µM que son inducidas a la sincronización en fase G0/G1. Población A (células 
control no pretratadas); N = 7 (pool); por triplicado; pases 5-6; edad de los donantes entre 21 y 42 años. Población 
B (células pretratadas con resveratrol); N = 7 (pool); por triplicado; pases 5-6; edad de los donantes entre 21 y 42 
años. EdU (EdU Alexa Fluor® 488). 

Los resultados obtenidos tras el análisis del ciclo celular mostraron que el porcentaje de células en fase S 

del cultivo de hHF-MSCs tratadas con resveratrol 10 µM (población A de la Figura 70) aumentó de forma 

significativa frente a la población no tratada (población B de la Figura 70) de 1,45% (intervalo de confianza 

del 95% de 1,22; 1,92) a 3,72% (I.C. 95% de 2,85 a 5,42) (Tabla 44, Figura 71). Asimismo, la incorporación 

del fluorocromo EdU Alexa Fluor® 488 durante la síntesis de ADN en hHF-MSCs en las mismas condiciones 

de cultivo para las células control y las tratadas con resveratrol 10 µM, mostró que la población tratada 

experimentó un incremento en la síntesis de ADN (Tabla 44, Figura 67-68), al igual que ocurría al analizar 

la fase S del ciclo celular, aunque no alcanzó el porcentaje de células en fase S mostrado por las hHF-MSCs 

no sincronizadas (Figura 73-B). No obstante, el tratamiento con resveratrol 10 µM muestra su efecto para 

inducir la reentrada de hHF-MSCs quiescentes en el ciclo celular y esto también ha sido observado en 

estudios previos de MSCs de otras fuentes de procedencia (Peltz et al., 2012).  
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Tabla 44. Porcentaje de hHF-MSCs sincronizadas en fase G0/G1 tratadas con resveratrol 10 µM, frente a la población 
sincronizada no tratada (control). N=7 (pool), por triplicado; pases 5-6; edades entre 21 y 42 años.  

 
 Fase S del ciclo 

celular 

Incorporación 
de EdU Alexa 

Fluor® 488 
p - valor 

 
Células control sincronizadas en fase 
G0/G1 no tratadas (%) 
 

Promedio ± SD 1,56 ± 0,49 1,30 ± 0,66 

0,161 Mediana  
(Q1; Q3) 
I.C. (95%)  

1,45 
(1,33; 1,64) 
(1,22; 1,92)  

1,07 
(0,90; 1,44) 
(0,71; 2,51)  

 
Células tratadas con resveratrol 10 
µM sincronizadas en fase G0/G1 (%) 
 

Promedio ± SD 4,57 ± 1,20 7,74 ± 5,42 

0,114 Mediana  
(Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

3,72 
(3,29; 4,57) 
(2,85; 5,42) 

5,80 
(5,18; 7,38) 

(3,90; 11,57) 

p - valor  0,004 0,004  

Los resultados se presentan como promedio ± desviación estándar (SD) y como mediana (cuartil 1; cuartil 3) e 
intervalo de confianza del 95% para la mediana (I.C. 95%). Los p-valores de la comparación con la población control 
se han obtenido mediante la prueba Mann-Whitney. 

 

A 

 

B 

 
Figura 71. Citometría de flujo para el análisis del ciclo celular en hHF-MSCs sincronizadas en fase G0/G1 mediante 
contacto celular y estado de deprivación. A) Población control: hHF-MSCs no tratadas con resveratrol. B) hHF-MSCs 
tratadas con resveratrol 10 µM. N=7 (pool); por triplicado; pases 5-6; edad de los donantes entre 21 y 42 años. 

 

A 

 

B 

 

Figura 72. Citometría de flujo de la incorporación de EdU (EdU Alexa Fluor® 488) en hHF-MSCs sincronizadas en fase 
G0/G1 mediante contacto celular y estado de deprivación. A) Población control: hHF-MSCs no tratada con resveratrol. 
B) hHF-MSCs tratadas con resveratrol 10 µM. N=7 (pool); por triplicado; pases 5-6; edad de los donantes entre 21 y 
42 años.  

 



158 
 

 
Figura 73. Reentrada en el ciclo celular de la población hHHF-MSCs tratada con resveratrol (RSV) 10 µM. A) 
Comparación entre la fase S y la incorporación de EdU (EdU Alexa Fluor® 488) en hHF-MSCs sincronizadas en fase 
G0/G1 tratadas con resveratrol 10 µM frente al control (hHF-MSCs sincronizadas y sin tratamiento). Los resultados 
se muestran como log10 de la mediana e intervalo de confianza del 95%. No existen diferencias significativas entre 
los dos métodos. Las diferencias significativas se muestran frente a la población control no tratada; **p<0.01; test 
Mann-Whitney. B) Gráfico tipo violín de la distribución de las frecuencias obtenidas para la síntesis de ADN (en 
porcentaje) en la población hHF-MSC tratada con resveratrol, frente a las poblaciones no tratadas sincronizada y 
no sincronizada; mediana (línea discontinua más gruesa); cuartiles 1 y 3 (líneas punteadas). N=7 (pool); por 
triplicado; pases 5-6; edad de los donantes entre 21 y 42 años.  

El resveratrol 10 µM no mostró efectos apreciables sobre la apoptosis y necrosis en hHF-MSCs 

sincronizadas en fase G0/G1 que reentraron en ciclo (población B de la Figura 70), ya que los valores 

obtenidos para apoptosis y necrosis (3,83% [I.C. 95% de 2,56 a 5,10] y 6,06% [I.C. 95% de 5,83 a 6,28], 

respectivamente) (Tabla 45, Figura 74) fueron similares a los valores obtenidos en las réplicas de la 

población sincronizada en fase G0/G1 sin tratar (población A de la Figura 70), por lo que, en principio esta 

molécula no parece afectar a la viabilidad celular de las hHF-MSCs.  

Tabla 45. Porcentaje de hHF-MSCs sincronizadas en fase G0/G1 tratadas con resveratrol 10 µM, frente a la población 
sincronizada no tratada (control). N=7 (pool), por triplicado; pases 5-6; edades entre 21 y 42 años. Los resultados se 
presentan como promedio ± desviación estándar (SD) y como mediana (cuartil 1; cuartil 3) e intervalo de confianza 
del 95% para la mediana (I.C. 95%). No se observan diferencias significativas; test Mann-Whitney. 

  Apoptóticas (%) Necróticas (%) 

 
Células control sincronizadas en 
fase G0/G1 no tratadas (%) 
 

Promedio ± SD 2,65 ± 1,35 5,33 ± 1,13 

Mediana  
(Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

2,83 
(1,49; 3,74) 
(1,34; 4,08) 

5,09 
(4,53; 6,15) 
(4,50; 6,18) 

 
Células tratadas con resveratrol 10 
µM sincronizadas en fase G0/G1 
(%) 
 

Promedio ± SD 3,83 ± 1,80 6,06 ± 0,32 

Mediana  
(Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

3,83 
(3,20; 4,47) 
(2,56; 5,10) 

6,06 
(5,94; 6,17) 
(5,83; 6,28) 

 

A B 
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Figura 74. Análisis de los estados apoptóticos y necróticos por citometría de flujo en hHF-MSCs sincronizadas en 
fase G0/G1 por efecto del resveratrol 10 µM (B), frente a la población sincronizada no tratada (A). 

Los resultados obtenidos con resveratrol en hHF-MSCs, son de interés para su aplicación en terapia 

celular, ya que, a la dosis adecuada de baja toxicidad para este tipo celular, podría utilizarse el resveratrol 

para conseguir una proliferación más alta, lo que reduciría la duración de los cultivos celulares necesarios 

para obtener el número mínimo de hHF-MSCs clínicamente necesarias y, por tanto, reduciría el periodo 

previo al tratamiento con estas células e incluso aportaría la ventaja de poder reducir los tiempos de 

experimentación con hHF-MSCs, al conseguir mayor número de células experimentales. Así mismo, se 

podría utilizar esta molécula para recuperar hHF-MSCs para la aplicación autóloga de estas células en 

pacientes de avanzada edad y en los que se observase una disminución de la proliferación celular por 

variabilidad asociada al donante.  
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4 ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE LOS MEDIOS 

CONDICIONADOS PRODUCIDOS POR 

OSTEOBLASTOS DERIVADOS DE HHF-MSCS PARA 

INDUCIR EL POTENCIAL OSTEOGÉNICO IN VITRO DE 

LAS HHF-MSCS. 

 

4.1 POTENCIAL OSTEOGÉNICO DE LOS MEDIOS CONDICIONADOS PRODUCIDOS POR 

LAS HHF-MSCS. 

4.1.1 Producción de medios condicionados durante la diferenciación osteogénica de 

las hHF-MSCs. 

 El empleo de medios condicionados producidos por osteoblastos derivados de MSCs 

diferenciadas in vitro puede ser de interés futuro en ensayos de terapia celular, y suponen una alternativa 

al reemplazo celular, tal y como se expone en la Introducción (apartado 2.5).  

En la Figura 75 se representa el diseño experimental para la obtención de hHF-MSCs, tanto para la 

producción de medios condicionados durante la diferenciación osteogénica, como para el estudio de la 

capacidad de los medios condicionados producidos sobre el potencial osteogénico de las hHF-MSCs. Para 

poder comparar la capacidad de diversos medios condicionados para inducir la diferenciación 

osteogénica, todos los cultivos emplearon hHF-MSCs procedentes de un mismo donante (31 años; pases 

10 a 14), con una densidad de siembra alta (12.500 – 20.000 células/cm2). Para los diferentes ensayos de 

diferenciación osteogénica se realizaron experimentos independientes utilizando diferentes cultivos para 

obtener al menos tres réplicas técnicas.  

Todas las poblaciones celulares fueron expandidas con medio suplementado con suero bovino fetal (FBS) 

al 30%, siguiendo los criterios expuestos en el apartado 1.5 de Resultados. Se expandieron los cultivos 

hasta alcanzar una confluencia igual o superior al 80%.  

Como control negativo de la diferenciación se emplearon hHF-MSCs no inducidas a diferenciación 

osteogénica. La población control se mantuvo en un estado de deprivación moderado con medio de 

cultivo basal (BM) bajo en glucosa y suplementado con un 10% de suero FBS para facilitar su quiescencia, 

sin provocar la muerte celular durante los mismos días en los que tuvo lugar la diferenciación osteogénica 

de las poblaciones productoras de medios condicionados para el ensayo de la osteogénesis.  

Los medios de inducción osteogénica empleados, así como el proceso llevado a cabo para la 

diferenciación, fueron específicos según el ensayo al que fueron destinados.  
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La mineralización de la matriz extracelular se observó tras la tinción de los depósitos de calcio con la 

tinción con Alizarin Red S. Los depósitos de calcio teñidos de rojo mediante este colorante se observaron 

a microscopía.  El contenido relativo de calcio producido por los osteoblastos se solubilizó y se cuantificó 

tras la lectura de la densidad óptica a 405 nm (OD405). El análisis del límite de cuantificación se realizó tras 

la obtención de una recta patrón tras la dilución seriada del colorante Alizarin Red S (Tabla 46; Figura 76). 
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Figura 75. Expansión de hHF-MSCs para la obtención de medio inductor osteogénico (procesos 1 y 2) y para el 
estudio de su capacidad inductora (proceso 3). *Según el medio de inducción empleado se obtiene una 
cuantificación de la mineralización de la matriz extracelular tras la tinción con Alizarin Red S. Para la comparación 
de los resultados del empleo de diversos medios condicionados todos los cultivos emplearon hHF-MSCs 
procedentes de un mismo donante (31 años; en pases 10 a 14; densidad de siembra de 12.500 – 20.000 
células/cm2; al menos tres réplicas técnicas).  

Tabla 46. Lectura de OD405 para la elaboración de una curva patrón para la cuantificación de la mineralización 
producida por las hHF-MSCs diferenciadas tras ser inducida su osteogénesis. Los resultados se presentan como 
promedio ± desviación estándar (SD) y como mediana (cuartil 1; cuartil 3) e intervalo de confianza del 95% (I.C.).   

 
 0 µM 0,25 µM 0,5 µM 1 µM 2 µM 4 µM 

Promedio ± 
SD 

0,03 ± 0,01 0,19 ± 0,00 0,31 ± 0,01 0,53 ± 0,00 0,95 ± 0,01 1,6 ± 0,02 

Mediana 
(Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

0,03 
(0,03; 0,04) 
(0,03; 0,04)  

0,19 
(0,18; 0,19) 
(0,18; 0,19) 

0,31 
(0,31; 0,32) 
(0,31; 0,32) 

0,53 
(0,53; 0,53) 
(0,53; 0,53)  

0,95 
(0,94; 0,95) 
(0,94; 0,95)  

1,60 
(1,60; 1,60) 
(1,60; 1,60)  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 76. Recta de regresión obtenida a 
partir de los datos de la Tabla 46 para la 
cuantificación de los resultados de 
mineralización producida por las hHF-MSCs 
tras su inducción osteogénica mediante 
interpolación. 

4.1.2 Selección de métodos de producción de medio condicionado eficaces para la 

inducción osteogénica de hHF-MSCs.  

4.1.2.1 Osteogénesis con medio condicionado producido por hHF-MSCs cada 3-4 días 

durante su diferenciación a osteoblastos.   

 El objetivo de este ensayo de diferenciación fue analizar la capacidad de inducción osteogénica 

del medio condicionado CM producido cada 3-4 días por hHF-MSCs durante su proceso de diferenciación 

a osteoblastos (Figura 77).  

La población productora del medio condicionado fue inducida a osteogénesis con medio de diferenciación 

comercial (OM). Cada 3-4 días, el medio condicionado producido por esta población se adicionó a otra 

población hHF-MSCs, tal y como se representa en los Procesos 1 y 2 de la Figura 77. La capacidad de 

inducir a osteogénesis del CM se analizó en hHF-MSCs expandidas para tal fin (Proceso 3 - Figura 77). 

Como control negativo se empleó medio basal bajo en glucosa y 10% de FBS.  
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Figura 77. Diseño experimental para el análisis de la capacidad inductora de la osteogénesis del medio 
condicionado producido de forma progresiva por hHF-MSCs durante el proceso de formación de osteoblastos. 
CM: medio condicionado obtenido durante 3-4 días durante la osteogénesis en hHF-MSCs productoras; OM: 
medio inductor de la osteogénesis comercial. El control negativo de la diferenciación no está representado en 
esta Figura. 

El potencial de osteogénesis mostrado por las hHF-MSCs tras la diferenciación durante 21 días con medio 

condicionado CM, obtenido cada 3-4 días de otra población hHF-MSC en proceso de diferenciación se 

observó tras la tinción con Alizarin Red S (Figura 83-B). 
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Figura 78. Osteogénesis de hHF-MSCs inducida con medio condicionado (CM) según el proceso de la Figura 77. 
Control: población no inducida a diferenciación. A-C) Imágenes obtenidas a microscopía tras la tinción con Alizarin 
Red (día 21): A) control negativo a 4X y 10X aumentos; B) población inducida con CM (4X y 10X). La dimensión de 
las imágenes adquiridas con cada uno de los objetivos es de 720 x 576 µm2. 

El calcio producido por los osteoblastos se cuantificó tras la lectura de la densidad óptica a 405 nm 

mediante espectrofotometría. Los resultados mostraron una producción significativa de nódulos de calcio 

en la población hHF-MSC diferenciada con CM (0,10; con un intervalo de confianza del 95% de 0,07 a 

0,14), frente a la población de hHF-MSCs sin diferenciar (0,02; I.C. del 95% de 0,01 a 0,03) (Tabla 47; Figura 

79). Sin embargo, algunos de los valores de OD405 obtenidos se encuentran por debajo del límite de 

cuantificación (OD405 = 0,10), por lo que no pudo calcularse el límite inferior del intervalo de confianza del 

95% para la mediana. No obstante, la cuantificación para la mediana fue de 23,91 µM y el límite superior 

del I.C. (95%) fue de 126,80 µM. La baja producción de mineralización y, por tanto, el bajo potencial 

osteogénico observado, pudo deberse a los lavados realizados durante los cambios de medio, y como 

consecuencia a la eliminación de factores de inducción, lo que parece indicar que al no mantenerse dichos 

factores en el medio esto puede afectar a su diferenciación. Asimismo, la producción de depósitos de 

calcio fue similar a la obtenida con medio de inducción comercial (OD405 = 0,08; I.C. de 0,07 a 0,10; datos 

obtenidos del apartado 2.4 de Resultados). Por tanto, el empleo de medio CM obtenido cada 3-4 días de 

forma progresiva durante la diferenciación de hHF-MSCs, aunque induce la osteogénesis en hHF-MSCs, 

no aumenta el potencial osteogénico de las mismas frente al medio de inducción comercial. 
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Tabla 47. Osteogénesis de hHF-MSCs inducida con medio condicionado CM obtenido cada 3-4 días (Proceso 2 de la 
Figura 77).  
 

 Control negativo de 
diferenciación 

hHF-MSCs diferenciadas 
con medio CM 3-4 días 

p-valor 

Promedio ± SD  0,02 ± 0,01 0,10 ± 0,03 

1,000 Mediana 
(Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

0,02 
(0,01; 0,03) 
(0,01; 0,03) 

0,10 
(0,07; 0,14) 
(0,07; 0,14) 

Cuantificación de la mineralización tras la tinción de los depósitos de calcio con Alizarin Red S: lectura de la 
densidad óptica de las muestras a 405 nm (OD405). Los resultados se presentan como promedio ± desviación 
estándar (SD) y como mediana (cuartil 1; cuartil 3) e intervalo de confianza del 95% (I.C.). ****p<0.0001; test Mann-
Whitney. 

 

 
 
Figura 79. Osteogénesis de hHF-MSCs inducida con medio condicionado (CM) según el proceso de la Figura 77. 
Control: población no inducida a diferenciación. Lectura de la densidad óptica de las muestras a 405 nm (OD405). 
El gráfico de cajas y bigotes muestra la media (+), la mediana (segmento que divide la caja en dos partes), el primer 
y tercer cuartil (extremos inferior y superior de la caja, respectivamente); así como los valores mínimos y máximos 
(valores extremos de los bigotes). Se observan diferencias estadísticamente significativas frente al control 
(****p<0,0001; test Mann-Whitney). 

4.1.2.2 Osteogénesis con medio condicionado producido por hHF-MSCs tras su 

inducción osteogénica con una dosis única de medio inductor comercial.   

 El potencial osteogénico mostrado por las hHF-MSCs tras la diferenciación durante 21 días con 

medio condicionado, obtenido cada 3-4 días de otra población hHF-MSC en proceso de diferenciación, 

mostró un bajo potencial osteogénico, tal y como se expone en el subapartado anterior (4.1.2.1). Debido 

a que se llevó a cabo un proceso de retirada de medio condicionado en todos los cambios de medio 

realizados, se diseñó un nuevo ensayo (Figura 80) en el que tras la adición de la primera dosis de medio 

inductor osteogénico comercial (OM) no se llevó a cabo ni la retirada de medio condicionado ni la adición 

de medio fresco, es decir, este nuevo ensayo incluía una dosis única de medio inductor OM para analizar 

el efecto que tiene el medio condicionado producido por las hHF-MSCs durante los 21 días de 

diferenciación.  
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Figura 80. Diseño experimental para el análisis de la capacidad inductora de la osteogénesis del medio inductor 
osteogénico comercial (OM) tras la adición de una dosis única. El medio condicionado producido durante el 
proceso de diferenciación se concentra progresivamente ya que no hay cambios de medio ni adición de medio 
fresco. El control negativo de la diferenciación no está representado en la Figura. 

En la Figura 80 se representa el diseño experimental para el análisis del potencial de inducción mostrado 

por las hHF-MSCs cuando se emplea una única dosis de medio inductor comercial OM. El empleo de una 

dosis única del medio inductor, y el mantenimiento del cultivo durante 21 días sin adicionar ningún medio, 

ni inductor ni basal, aumenta significativamente el potencial osteogénico de las hHF-MSCs (Tabla 48; 

Figura 77) a 0,21 OD405 (con un intervalo de confianza del 95% de 0,20 a 0,22), es decir se cuantifica una 

concentración de depósitos de calcio de 306,84 µM. Este aumento en el potencial osteogénico de las hHF-

MSCs puede estar relacionado con el mantenimiento del medio condicionado que producen las hHF-MSCs 

durante el proceso de diferenciación hasta el día 21. 

Tabla 48. Osteogénesis de hHF-MSCs inducida con medio inductor comercial (OM).  
  

Control negativo de 
diferenciación 

hHF-MSCs diferenciadas 
con dosis única de OM 

p-valor 

Promedio ± SD  0,02 ± 0,01 0,21 ± 0,02 

< 0,0001 Mediana  
(Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

0,02  
(0,01; 0,03) 
(0,01; 0,03) 

0,21  
(0,20; 0,22) 
(0,20; 0,22) 

Cuantificación de la mineralización tras la tinción de los depósitos de calcio con Alizarin Red S: lectura de la densidad 
óptica de las muestras a 405 nm (OD405). Los resultados se presentan como promedio ± desviación estándar (SD) y 
como mediana (cuartil 1; cuartil 3) e intervalo de confianza del 95% (I.C.); test Mann-Whitney.  
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Figura 81. Osteogénesis de hHF-MSCs inducida con una dosis única de medio comercial (OM). Control (población 
no inducida a diferenciación). Lectura de la densidad óptica de las muestras a 405 nm (OD405). El gráfico de cajas y 
bigotes muestra la media (+), la mediana (segmento que divide la caja en dos partes), el primer y tercer cuartil 
(extremos inferior y superior de la caja, respectivamente); así como los valores mínimos y máximos (valores 
extremos de los bigotes). Se observan diferencias estadísticamente significativas frente al control (****p<0,0001; 
test Mann-Whitney). 

 

4.1.2.3 Osteogénesis con medio condicionado producido por hHF-MSCs durante su 

diferenciación a osteoblastos combinado con medio inductor comercial en 

proporción 1:1. 

 Con el objetivo de analizar si es posible aumentar el potencial osteogénico de las hHF-MSCs y, 

por tanto, conseguir una producción de factores de inducción osteogénica con capacidad para inducir a 

su vez la diferenciación osteogénica en poblaciones de hHF-MSCs, se llevó a cabo un ensayo de 

diferenciación en el que se mantuvo el medio condicionado producido durante los 21 días de 

diferenciación y se adicionó medio inductor comercial cada 7 días en una proporción del 50% (Figura 82). 

Por tanto, este ensayo de diferenciación osteogénica empleó una proporción 1:1 de medio condicionado 

producido durante el proceso de diferenciación combinado con medio inductor comercial (CM:OM=1:1). 

Todos los cultivos emplearon hHF-MSCs en pase 11-14 por triplicado y 9 réplicas técnicas.  
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Figura 82. Diseño experimental del análisis de la capacidad del medio CM:OM (1:1) para potenciar la osteogénesis 
de las hHF-MSCs. Este medio emplea una proporción 1:1 de medio condicionado CM (producido por las hHF-MSCs 
durante su proceso de diferenciación) combinado con medio OM (medio inductor de la osteogénesis comercial) 
adicionado cada 7 días. El control negativo de la diferenciación no está representado en la Figura.  

 

La tinción con Alizarin Red S mostró la presencia de depósitos de calcio en la población diferenciada, tras 

21 días de diferenciación osteogénica, frente a la población control no diferenciada (Figura 82).  

A 

 

 A 

 
B B 
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Figura 83. Osteogénesis de hHF-MSCs inducida con medio CM:OM (1:1) según el procedimiento de la Figura 81. 
Control (población no inducida a diferenciación). Imágenes obtenidas a microscopía tras la tinción con Alizarin Red 
S (A-B): A) control negativo a 4X y 10X aumentos; B) población inducida a diferenciación a 4X y 10X aumentos.  La 
dimensión de las imágenes adquiridas con cada uno de los objetivos es de 720 x 576 µm2. 

Los resultados del contenido de calcio, por la mineralización de la matriz de los osteoblastos, se ajustaron 

a una distribución normal tras el análisis de las pruebas de Kolmogorov-Smirnov con la corrección de 

significación de Lilliefors y Shapiro-Wilk (p=0,10; p>0,05). El gráfico Q-Q plot se muestra en la Figura 84-

A. El análisis de los resultados mostró una producción de depósitos de calcio (promedio de OD405 ± 

desviación estándar) de 0,26 ± 0,03 por las hHF-MSCs diferenciadas con CM:OM (1:1) significativamente 

más elevada que en la población control no diferenciada, que mostró valores de 0,02 ± 0,01 (Tabla 49; 

Figura 84-B). La cuantificación de la mineralización obtenida fue de 435,45 mM ± 72,02. Este valor 

corrobora que el mantenimiento del medio condicionado producido por las hHF-MSCs durante el proceso 

de diferenciación, sumado a una adición de factores de inducción durante el proceso, aumenta el 

potencial osteogénico de las hHF-MSCs.    

Tabla 49. Osteogénesis de hHF-MSCs inducida con medio CM:OM (1:1) según el procedimiento de la Figura 81. 
Cuantificación de la mineralización tras la tinción de los depósitos de calcio con Alizarin Red S: lectura de la densidad 
óptica de las muestras a 405 nm (OD405). CM:OM (1:1): medio de inducción que combina medio condicionado (CM), 
obtenido por la propia población en proceso de diferenciación, con medio fresco de inducción osteogénica comercial 
(OM). Los resultados se presentan como promedio ± desviación estándar (SD); ***p>0.001; t de student.  

 

 Control negativo de 
diferenciación 

hHF-MSCs diferenciadas 
con medio CM:OM (1:1) 

p-valor 

Promedio ± SD  0,02 ± 0,01 0,26 ± 0,03 0,000 

 
 

A B 
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Figura 84. Osteogénesis de hHF-MSCs inducida con medio CM:OM (1:1). Control (población no inducida a 
diferenciación). Lectura de la densidad óptica de las muestras a 405 nm (OD405): A) Gráfico Q-Q plot; B) El gráfico 
de cajas y bigotes muestra la media (+), la mediana (segmento que divide la caja en dos partes), el primer y tercer 
cuartil (extremos inferior y superior de la caja, respectivamente); así como los valores mínimos y máximos (valores 
extremos de los bigotes). Se observan diferencias estadísticamente significativas frente al control (****p<0,0001; 
prueba t de student). 

 

El análisis de expresión del marcador RUNX2 informó de forma orientativa sobre el estado de maduración 

de los osteoblastos obtenidos tras el proceso de diferenciación durante 21 días con medio condicionado 

combinado CM:OM (1:1). 

El análisis qPCR mostró un incremento en la expresión de RUNX2, lo que parece indicar la presencia de 

osteoblastos inmaduros e intermedios. Asimismo, el aumento de expresión de otros marcadores de 

osteoprogenitores y osteoblastos, y el aumento de expresión de marcadores adipogénico y condrogénico, 

cuya expresión se incrementada bajo condiciones de inducción osteogénica (Tabla 50) parece confirmar 

la obtención de preosteoblastos y osteoblastos intermedios tras la diferenciación. No obstante, esta 

hipótesis solo la podemos comprobar tras la detección de la mineralización de la matriz celular tras la 

tinción con Alizarin Red S, ya que, para el ensayo de expresión, las réplicas celulares tuvieron que sumarse 

para poder realizar un ensayo más robusto. Al no disponer de más réplicas, no se pudo valorar el valor p. 

Por tanto, los resultados de la Tabla 50 son meramente orientativos y se muestran por la información 

adicional que aportan. 

Seis de los dieciocho genes biomarcadores osteogénicos seleccionados en el estudio (Tabla 50) no 

mostraron un aumento en la expresión génica tras la diferenciación de las hHF-MSCs respecto a la 

población hHF-MSC sin diferenciar (ANXA6, BMPR2, CLTCL1, GNL3, IBSP y MEPE). En contraste, cinco de 

los doce genes restantes mostraron un aumento de expresión robusto, en tres casos el aumento en la 

expresión fue de más de diez veces (PPARGC1A, THY1 y VCAM).  

Tabla 50. Expresión génica de biomarcadores osteogénicos tras la diferenciación osteogénica de las hHF-MSCs.  
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Gen 
Marcador de estado de 

diferenciación 
Cq Expresión 

Fold change 

(2- Cq) 

ANXA6 Osteoprogenitor 0,79 - 0,58 

BMPR1A Osteoprogenitor -0,89 Incremento 1,85 

BMPR1B Osteoblasto -0,42 Incremento 1,33 

BMPR2 Osteoblasto 0,96 - 0,52 

CLTCL1 Osteoblasto 0,77 - 0,59 

DCN Condrogénico* -0,99 Incremento 1,98 

DLK1 Osteoblasto -0,86 Incremento 1,82 

GNL3 Osteoblasto 0,51 - 0,70 

IBSP Osteoprogenitor 1,45 - 0,37 

ICAM1 Osteoblasto -3,09 Incremento 8,52 

MCAM Osteoblasto -1,37 Incremento 2,59 

MEPE Osteocito 1,10 - 0,47 

PPARGC1A Adipogénico* -3,45 Incremento 10,93 

RUNX2 Osteoprogenitor -0,87 Incremento 1,83 

SP7 
Osteoprogenitor, 

osteoblasto 
-0,95 

Incremento 
1,93 

TFRC Osteoblasto -0,09 Incremento 1,06 

THY1 * -3,45 Incremento 10,94 

VCAM Osteoblasto -3,41 Incremento 10,61 

Los resultados del análisis de expresión fueron obtenidos en Bioaraba (*) La expresión se aumenta bajo condiciones 
de inducción osteogénica. La coloración de los marcadores se corresponde con la representada en la Figura 85 
correspondiente a los diferentes estados de diferenciación celular.   

La obtención de osteoblastos tras 21 días de diferenciación de la población hHF-MSC con medio 

condicionado CM:OM (1:1) parece indicar que el tiempo requerido para la obtención de osteoblastos a 

partir de hHF-MSCs es similar al tiempo requerido por MSCs procedentes de membrana coriónica y 

decidua (Figura 85); mientras que las MSCs procedentes de membrana amniótica y cordón umbilical 

requieren menos tiempo para la obtención de osteoblastos.   
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Figura 85. Comparación del potencial de diferenciación osteogénico de las hHF-MSCs (MSCs de folículo piloso 
humano) de nuestro estudio con otras MSCs humanas procedentes de membrana amniótica (AM-MSCs), cordón 
umbilical (UC-MSCs), membrana coriónica (CM-MSCs) y decidua (DC-MSCs) basado en qRT-PCR. Los resultados de 
las MSCs de origen distinto a hHF-MSCs y parte de la ilustración representada se han obtenido de Shen et al. 
(2019), quienes emplearon el mismo medio comercial (OM) sin adición de medio condicionado (CM). Las hHF-
MSCs fueron inducidas empleando el medio combinado CM:OM = 1:1. CM: medio condicionado.  

 
 

4.1.2.4 Selección del medio condicionado producido por osteoblastos derivados de hHF-

MSCs para el estudio de su potencial de inducción osteogénico. 

 Como estrategia para dirigir e impulsar la diferenciación osteogénica mediante el empleo de 

medios condicionados obtenidos tras la diferenciación de hHF-MSCs hemos realizado diversos ensayos de 

diferenciación. Estos ensayos se exponen en los subapartados anteriores. La selección del medio 

condicionado producido por las hHF-MSCs más adecuado para inducir la diferenciación osteogénica de 

poblaciones hHF-MSCs procedentes del mismo nicho se realizó tras el análisis comparativo de la 

mineralización obtenida en los diferentes ensayos previamente descritos en la Tabla 51 se resumen los 

valores OD405 obtenidos tras la tinción con Alizarin Red S tras 21 días de diferenciación. 

Tabla 51. Comparación de la cuantificación del contenido de calcio producido por el medio condicionado obtenido 
tras la diferenciación osteogénica de hHF-MSCs según los ensayos de los apartados 4.1.2.1 a 4.1.2.3 de este apartado 
de Resultados.  

 

A. OD405  
hHF-MSCs diferenciadas 
con medio CM 3-4 días 

hHF-MSCs diferenciadas 
con dosis única de OM 

hHF-MSCs diferenciadas 
con medio CM:OM (1:1) 

Promedio ± SD  0,10 ± 0,03 0,21 ± 0,02 0,26 ± 0,03 
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A. OD405  
hHF-MSCs diferenciadas 
con medio CM 3-4 días 

hHF-MSCs diferenciadas 
con dosis única de OM 

hHF-MSCs diferenciadas 
con medio CM:OM (1:1) 

Mediana 
(Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

0,10  
(0,07; 0,14) 
(0,07; 0,14) 

0,21  
(0,20; 0,22) 
(0,20; 0,22) 

0,26  
(0,24; 0,28)  
(0,26; 0,27) 

 

B. Tabla de p-Valores  
hHF-MSCs diferenciadas 
con medio CM 3-4 días 

hHF-MSCs diferenciadas 
con dosis única de OM 

hHF-MSCs diferenciadas con dosis única de OM 0,21  

hHF-MSCs diferenciadas con medio CM:OM (1:1) 0,000 0,000 

Tinción con Alizarin Red S: lectura de la densidad óptica de las muestras a 405 nm (OD405). CM (medio condicionado 
producido durante la diferenciación osteogénica); OM (medio de inducción osteogénica comercial). A) Los resultados 
se presentan como promedio ± desviación estándar (SD) y como mediana (cuartil 1; cuartil 3) e intervalo de confianza 
del 95% (I.C.). B) Resultados de los p-valores de la comparación entre pares. Prueba de Kruskal-Wallis; comparación 
post hoc por parejas aplicando la corrección del valor p según Bonferroni. 

 

 
Figura 86. Comparación del potencial osteogénico de las hHF-MSCs según el empleo de medios condicionados 
producidos por el mismo tipo de población celular con diferentes procedimientos de ensayo (Figuras 72, 74 y 76). 
CM (medio condicionado obtenido durante la diferenciación osteogénica de hHF-MSCs); OM (medio de inducción 
comercial). Resultados obtenidos de las Tablas O2, O3, O4. El gráfico de cajas y bigotes muestra la media (+), la 
mediana (segmento que divide la caja en dos partes), el primer y tercer cuartil (extremos inferior y superior de la 
caja, respectivamente); así como los valores mínimos y máximos (valores extremos de los bigotes). Se observan 
diferencias estadísticamente significativas (****p<0,0001; prueba de Kruskal-Wallis; comparación post hoc por 
parejas aplicando la corrección del valor p según Bonferroni).  

El empleo de la combinación CM:OM (1:1) muestra el mayor potencial inductor en la osteogénesis de las 

hHF-MSCs frente al resto de ensayos realizados (Tabla 51; Figura 86) cuando se emplea medio inductor 

comercial (OM) cada 3-4 días durante la diferenciación osteogénica de hHF-MSCs, y una dosis única de 

OM. El análisis de la comparación mostró un aumento significativo del potencial de inducción osteogénico 

en hHF-MSCs con la combinación de medio condicionado con medio comercial (I.C. del 95% 0,26 a 0,27), 

frente al resultado obtenido con una dosis única de medio inductor comercial OM (0,21, con un I.C. del 

95% de 0,20 a 0,22) o con el empleo de medio condicionado recuperado cada 3-4 días durante la 

osteogénesis de hHF-MSCs productoras (0,10, con un I.C. del 95% de 0,07 a 0,14), tal y como se muestra 

en la Tabla 51 y en la Figura 86. La comparación se realizó con los valores de la mediana y cuartiles 1 y 3, 

debido a que las poblaciones inducidas con medios CM:OM 0:10 y 10:0 no mostraron una distribución 
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normal. Los resultados muestran que el mantenimiento del medio condicionado producido por las hHF-

MSCs durante su diferenciación, junto con la adición de medio de inducción fresco cada 7 días provoca un 

aumento significativo del potencial osteogénico de las hHF-MSCs, probablemente por la mayor 

producción de osteoblastos. Asimismo, no se observan diferencias significativas entre el empleo de una 

dosis única de medio inductor de la osteogénesis comercial y el empleo de este mismo medio cada 3-4 

días. No obstante, se observa una tendencia positiva cuando no se eliminan factores de inducción del 

medio.  

Mediante el empleo de medio condicionado combinado CM:OM (1:1), tal y como se expone en el apartado 

anterior 4.1.2.3, se obtuvo una concentración de depósitos de calcio de 435,45 mM ± 72,02. Para 

comprobar si el aumento de los días de diferenciación osteogénica mejora el proceso de diferenciación 

se realizó el mismo ensayo CM:OM (1:1), siguiendo el procedimiento de la Figura 85, durante 24 y 35 días 

de diferenciación y se procedió a analizar los resultados obtenidos (Tabla 52; Figura 81). 

Tabla 52. Comparación de la cuantificación del contenido de calcio producido por el medio condicionado CM:OM (1:1) 
obtenido de hHF-MSCs tras su diferenciación osteogénica según el número de días de diferenciación.  

 

A. OD405  21 días 24 días 35 días 

Promedio ± SD  0,26 ± 0,03 0,40 ± 0,03 0,44 ± 0,07 

Mediana 
(Q1; Q3) 
I.C. (95%) 

0,26  
(0,24; 0,28)  
(0,26; 0,27) 

0,39  
(0,38; 0,43)  
(0,37; 0,44) 

0,48  
(0,36; 0,49)  
(0,32; 0,49) 

 

B. Tabla de p-Valores  21 días 24 días 

24 días 0,000  

35 días 0,000 1,000 

Tinción con Alizarin Red S: lectura de la densidad óptica de las muestras a 405 nm (OD405). CM (medio condicionado 
producido durante la diferenciación osteogénica); OM (medio de inducción osteogénica comercial). A) Los resultados 
se presentan como promedio ± desviación estándar (SD) y como mediana (cuartil 1; cuartil 3) e intervalo de confianza 
del 95% (I.C.). B) Resultados de los p-valores de la comparación entre pares. Prueba de Kruskal-Wallis; comparación 
post hoc por parejas aplicando la corrección del valor p según Bonferroni.  

 

A A B 
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Figura 87. Osteogénesis de hHF-MSCs inducida con medio CM:OM (1:1) tras 21 días de diferenciación (A; 4X y C; 
10X) y tras 35 días (B; 4X y D; 10X). La Figura D muestra una región con una mayor mineralización. Imágenes 
obtenidas a microscopía tras la tinción con Alizarin Red S. La dimensión de las imágenes adquiridas con cada uno 
de los objetivos es de 720 x 576 µm2. 

 

 
Figura 88. Potencial osteogénico de las hHF-MSCs según el número de días de diferenciación osteogénica con el 
medio condicionado combinado CM:OM (1:1). CM (medio condicionado obtenido durante la diferenciación 
osteogénica de hHF-MSCs); OM (medio de inducción comercial). El gráfico muestra la media y desviación estándar. 
Se observan las diferencias estadísticamente significativas entre los días 21 y 35; ****p<0,0001; prueba de Kruskal-
Wallis; comparación post hoc por parejas aplicando la corrección del valor p según Bonferroni). 
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El análisis de la mineralización obtenida entre los días 24 y 35 de la diferenciación osteogénica no mostró 

diferencias significativas (Tabla 52; Figura 88). No obstante, el aumento de la duración de la diferenciación 

celular más allá de los 21 días produjo un aumento significativo en el potencial osteogénico de las hHF-

MSCs. Tras 35 días de diferenciación osteogénica se observó un aumento significativo de 0,48 OD405 (con 

un intervalo de confianza del 95% de 0,32 a 0,49). Asimismo, la cuantificación de contenido de calcio 

mostró por tanto un aumento en la concentración de 1.027,04 mM tras 35 días de diferenciación. Aunque 

la mayor mineralización se produce tras 35 días de diferenciación, tras 21 días se demuestra la obtención 

de osteoblastos a través de la detección de la mineralización de la matriz celular producida por los mismos.  

4.1.3 Capacidad de inducción osteogénica del medio condicionado producido por 

osteoblastos derivados de hHF-MSCs.  

 Teniendo en cuenta que hay resultados que muestran que un medio condicionado derivado 

de osteoblastos al 30% y 50% estimula significativamente la diferenciación osteogénica en ratones 

(apartado 2.5.1.2 de la Introducción) y, teniendo en cuenta la producción altamente significativa de 

depósitos de calcio obtenida cuando se empleó medio combinado CM:OM (1:1) en la inducción de la 

osteogénesis de nuestras hHF-MSCs, se procedió a inducir la osteogénesis de hHF-MSCs con medio 

condicionado OB-CM al 40% (Figura 83).  

El procedimiento para la obtención de medio condicionado OB-CM se representa en la Figura 88 y 83 

(Proceso 1). Una vez obtenido el medio OB-CM se llevó a una concentración del 40% de este medio 

condicionado combinándolo con un 60% de medio basal no inductor de la diferenciación (OB-CM:BM=2:3) 

(Proceso 2 de la Figura 89). La población inducida a diferenciación se mantuvo durante 7 días sin realizar 

cambios de medio (población A). Para observar si el medio condicionado OB-CM era capaz de inducir por 

sí solo la osteogénesis se mantuvo otra población celular, que había seguido el mismo proceso de 

diferenciación que la población A (población B), durante otros 7 días con medio basal (BM) no inductor 

de la osteogénesis y se analizó la producción de depósitos de calcio en ambas poblaciones como indicador 

de la presencia de osteoblastos (Proceso 3 de la Figura 89). Todos los controles negativos de la 

diferenciación fueron cultivados con medio basal BM.  
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Figura 89. Análisis de la capacidad del medio condicionado OB-CM para inducir la osteogénesis en hHF-MSCs. OB-
CM: medio condicionado producido por osteoblastos tras 21 días de diferenciación; BM: medio basal no inductor 
de osteogénesis. El Procedimiento 1 de inducción osteogénica emplea CM:OM (1:1) durante 21 días siguiendo el 
procedimiento de la Figura 88. Los controles negativos no están representados en la Figura. 
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Los resultados de la comprobación de la formación de osteoblastos productores de medio condicionado 

OB-CM se muestran en la Tabla 53 y en la Figura 90.  

Tabla 53. Producción de osteoblastos para el empleo de su medio condicionado OB-CM en el proceso 2 de la Figura 
88.  

 

 Control negativo de 
diferenciación 

hHF-MSCs inducidas con 
CM:OM (1:1) 

p-valor 

Promedio ± SD  0,02 ± 0,01 0,24 ± 0,02 0,000 

Cuantificación de la mineralización tras la tinción de los depósitos de calcio con Alizarin Red S: lectura de la densidad 
óptica de las muestras a 405 nm (OD405). CM:OM (1:1): hHF-MSCs productoras de osteoblastos que fueron 
diferenciadas según el procedimiento de la Figura 69. hHF-MSCs de un donante de 31 años (pases 11-14; por 
triplicado; experimentos independientes utilizando diferentes cultivos). A) Los resultados se presentan como 
promedio ± desviación estándar (SD); los resultados siguen una distribución Normal (test de Kolmogorov-Smirnov con 
la corrección de significación de Lilliefors); ***p>0.001; t de student. 

 

A 
 

 

B 
 

 

C 

 

D 

 

Figura 90. Producción de osteoblastos para el empleo de su medio condicionado OB-CM en el proceso 2 de la 
Figura 77. Resultados de la tinción con Alizarin Red tras 21 días de diferenciación osteogénica; Control (población 
no inducida a diferenciación); CM:OM (1:1): hHF-MSCs productoras de osteoblastos inducidas a diferenciación 
siguiendo el proceso representado en la Figura 88. Imágenes obtenidas a microscopía de contraste de fases a 4X 
aumentos (A-B): A) control negativo; B) población productora de OB-CM inducida a diferenciación con CM:OM = 
1:1. La dimensión de las imágenes adquiridas con cada uno de los objetivos es de 720 x 576 µm2. Cuantificación 
de la mineralización de los osteoblastos productores del medio condicionado OB-CM (C-D): Los C) Gráfico Q-Q 
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plot; D) Lectura de la densidad óptica de las muestras a 405 nm (OD405). El gráfico de cajas y bigotes muestra la 
media (X), la mediana (segmento que divide la caja en dos partes), el primer y tercer cuartil (extremos inferior y 
superior de la caja, respectivamente); así como los valores mínimos y máximos (valores extremos de los bigotes). 
Se observan diferencias estadísticamente significativas frente al control (***p<0,001; prueba t de student). 

Tras la comprobación de la obtención de osteoblastos (Figura 90) se procedió a emplear el medio 

condicionado producido por éstos (OB-CM) para inducir la diferenciación de hHF-MSCs únicamente con 

este medio.  Tras el empleo del medio OB-CM al 40% (OB-CM:BM=2:3) como dosis única se realizó la 

tinción con Alizarin Red S (Figura 91) tras 7 días de diferenciación (población A). Los resultados tras la 

lectura de la densidad óptica a 405 nm no mostraron diferencias significativas entre la población A del 

Proceso 2 (Figura 91) y el control negativo de la diferenciación (Tabla 54; Figura 91). Sin embargo, tras 

este periodo, y tras realizar un cambio de medio con BM (población B), se obtuvo un aumento significativo 

de depósitos de calcio (0,08; con un intervalo de confianza del 95% de 0,06 a 0,09) frente a la población 

control negativo y a la población A (0,02; con un I.C. del 95% de 0,00 a 0,03), poblaciones que no 

mostraron diferencias significativas entre sí, pese a que a microscopía se observó formación de nódulos 

de calcio, indicadora de la inducción a osteoblastos. Este potencial osteogénico para la obtención de 

osteoblastos en tan solo 14 días pudo deberse a una pre-inducción osteogénica con medio OB-CM al 40% 

durante los primeros 7 días que, probablemente provocó la diferenciación de las hHF-MSCs a 

osteoprogenitores y, en una pequeña proporción, a osteoblastos (tal y como puede observarse en la 

Figura 89-A). Al mantenerse este cultivo en deprivación durante los siguientes 7 días, la población hHF-

MSC no pudo proliferar y, teniendo en cuenta que la diferenciación osteogénica había sido iniciada 

durante la primera semana, la continuación del proceso de diferenciación hacia osteoblastos fue 

probablemente debida a la autoinducción de los osteoprogenitores. En la Figura 91 puede observarse la 

presencia de depósitos de calcio en la población inducida (Figura 91-B), así como la cuantificación relativa 

de esta mineralización de la matriz extracelular (Figura 91-C). 

Tabla 54. Osteogénesis de hHF-MSCs inducida con medio condicionado OB-CM al 40% (OB-CM:BM=2:3).  

 

A. OD405  
Control negativo de 

diferenciación 
Población A  

(Proceso 2 -Figura 88) 
Población B  

(Proceso 2 - Figura 88) 

Promedio ± SD  0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,08 ± 0,02 

Mediana 
(Q1; Q3) 

0,02  
(0,01; 0,03) 
(0,01; 0,03) 

0,02  
(0,01; 0,03) 
(0,02; 0,03) 

0,08  
(0,06; 0,09) 
(0,10; 0,28) 

 
B. Tabla de 
p-Valores  

Control negativo de diferenciación 
Población A  

(Proceso 2 - Figura 88) 

Población A (Proceso 2 - Figura 88) 1,000  

Población B (Proceso 2 - Figura 88) 0,000 0,000 

Cuantificación de la mineralización tras la tinción de los depósitos de calcio con Alizarin Red S: lectura de la 
densidad óptica de las muestras a 405 nm (OD405). A) Los resultados se presentan como promedio ± desviación 
estándar (SD) y como mediana (cuartil 1; cuartil 3). B) Resultados de los p-valores de la comparación entre pares. 
Prueba de Kruskal-Wallis; comparación post hoc por parejas aplicando la corrección del valor p según Bonferroni. 
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Figura 91. Osteogénesis de hHF-MSCs inducida con medio condicionado OB-CM al 40% (OB-CM:BM=2:3). 
Resultados de la tinción con Alizarin Red tras el proceso de diferenciación: Control (población no inducida a 
diferenciación). A-B) Imágenes obtenidas a microscopía de contraste de fases a 4X aumentos: A) población A 
inducida a diferenciación durante 7 días siguiendo el proceso 2 de la Figura 89; B) población inducida durante 14 
días según el proceso 2 de la Figura 89. La dimensión de las imágenes adquiridas con cada uno de los objetivos es 
de 720 x 576 µm2. C) Cuantificación de la mineralización de los osteoblastos tras la tinción de los depósitos de 
calcio con Alizarin Red S y lectura de la densidad óptica de las muestras a 405 nm (OD405). El gráfico de cajas y 
bigotes muestra la media (+), la mediana (segmento que divide la caja en dos partes), el primer y tercer cuartil 
(extremos inferior y superior de la caja, respectivamente); así como los valores mínimos y máximos (valores 
extremos de los bigotes). Se observan diferencias estadísticamente significativas frente al control (****p<0,0001; 
prueba de Kruskal-Wallis; comparación post hoc por parejas aplicando la corrección del valor p según Bonferroni). 

Las hHF-MSCs inducidas con OB-CM de 21 días al 40% (OB-CM:BM=2:3) mostraron la capacidad para 

producir células precursoras de osteoblastos en 7 días, tiempo similar al observado en MSCs de otros 

orígenes (Figura 92). MSCs derivadas de la membrana amniótica humana (hAM-MSCs) y del cordón 

umbilical (hUC-MSCs) mostraron a los 7 días la capacidad de formar células precursoras de osteoblastos 

(Shen et al., 2019), al igual que en el caso de las hHF-MSCs, ya que tras los 7 primeros días de 

diferenciación se mantuvo a la población celular bajo condiciones no inductoras de deprivación, 

mostrando el día 14 la producción significativa de depósitos de calcio y, por tanto, la obtención de 

osteoblastos. Asimismo, la presencia de nódulos de calcio (Figura 91-A), aunque no muestre diferencias 
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significativas con el control negativo de diferenciación, muestra el inicio de la producción de algunos 

osteoblastos, lo que confirma la obtención de osteoprogenitores durante los primeros 7 días. 

 
Figura 92. Comparación del potencial de las hHF-MSCs (MSCs de folículo piloso humano) de nuestro estudio con 
otras MSCs humanas procedentes de membrana amniótica (AM-MSCs), cordón umbilical (UC-MSCs), membrana 
coriónica (CM-MSCs) y decidua (DC-MSCs) basado en qRT-PCR. Los resultados de las MSCs de origen distinto a 
hHF-MSCs y parte de la ilustración representada se han obtenido de Shen et al. (2019), quienes emplearon el 
mismo medio comercial (OM) sin adición de medio condicionado obtenido de osteoblastos (OB-CM). Las hHF-
MSCs fueron inducidas empleando medio condicionado derivado de osteoblastos de 21 días en proporción OB-
CM:BM = 2:3. CM: medio condicionado; BM: medio basal. 

 

4.2 ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE INDUCCIÓN OSTEOGÉNICA EN HHF-MSCS DE LOS 

MEDIOS DE INDUCCIÓN SEGÚN SU CONCENTRACIÓN. 

 Una menor concentración de los medios condicionados puede aumentar el potencial 

osteogénico de las hHF-MSCs, tal y como se expone en la Introducción (apartado 2.5.1.2). Por esta razón, 

se diseñó un ensayo que empleó una dosis única de medio inductor para favorecer el efecto de la 

secreción de medio condicionado durante la diferenciación osteogénica (Figura 93). 

Los resultados mostraron un aumento similar de la mineralización de la matriz de los osteoblastos cuando 

se empleó una reducción de la concentración de OM (25%) durante 16 días, frente a la obtención de 

depósitos de calcio tras la diferenciación de las hHF-MSCs con medio OM a 100% tras 21 días de 

diferenciación (Tabla 55; Figura 88). Por tanto, y tal y como se esperaba, la reducción en el porcentaje de 
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medio de inducción osteogénica aumenta el potencial osteogénico de las hHF-MSCs y reduce el tiempo 

de obtención de osteoblastos. 

 

Figura 93. Diseño experimental del análisis de la capacidad de la adición de una dosis única de medio OM al 25% 
para potenciar la osteogénesis de las hHF-MSCs. Para obtener un 25% de concentración se añade medio basal bajo 
en glucosa (BM) en una proporción OM:BM = 2:3. Duración del proceso de diferenciación a osteoblastos: 16 días. 
Como control negativo se emplean hHF-MSCs no inducidas a diferenciación (no representado en la Figura).  

 
 
Tabla 55. Osteogénesis de hHF-MSCs inducida con medio inductor comercial (OM) al 25%.  

 

A. OD405  
Control negativo de 

diferenciación 
OM (100%) 

21 días 
OM (25%) 

16 días 

Promedio ± SD  0,02 ± 0,01 0,21 ± 0,02 0,27 ± 0,00 

Mediana 
(Q1; Q3) 

0,02  
(0,01; 0,03) 
(0,01; 0,03) 

0,21  
(0,20; 0,22) 
(0,20; 0,22) 

0,27  
(0,27; 0,27) 
(0,27; 0,27) 

 
B. Tabla de 
p-Valores 

Control negativo de diferenciación 
OM (100%) 

21 días 

OM (25%) 
16 días 

0,000  

OM (100%) 
21 días 

0,000 0,183 

Cuantificación de la mineralización tras la tinción de los depósitos de calcio con Alizarin Red S: lectura de la densidad 
óptica de las muestras a 405 nm (OD405). A) Los resultados se presentan como promedio ± desviación estándar (SD) y 
como mediana (cuartil 1; cuartil 3). B) Resultados de los p-valores de la comparación entre pares. Prueba de Kruskal-
Wallis; comparación post hoc por parejas aplicando la corrección del valor p según Bonferroni.  
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Figura 88. AQUÍ HABLAMOS DE LA CUANTIFICACIÓN TRAS la adición de una dosis única de medio OM al 25% para 
potenciar la osteogénesis de las hHF-MSCs (16 días) frente al empleo de OM al 100% (21 días). Para obtener un 
25% de concentración se añade medio basal bajo en glucosa (BM) en una proporción OM:BM = 2:3. Como control 
negativo se emplean hHF-MSCs no inducidas a diferenciación. El gráfico de cajas y bigotes muestra la media (+), la 
mediana (segmento que divide la caja en dos partes), el primer y tercer cuartil (extremos inferior y superior de la 
caja, respectivamente); así como los valores mínimos y máximos (valores extremos de los bigotes). Se observan 
diferencias estadísticamente significativas frente al control (****p<0,0001; prueba de Kruskal-Wallis; comparación 
post hoc por parejas aplicando la corrección del valor p según Bonferroni). 
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Las células madre mesenquimales del folículo piloso de la región occipital del cuero cabelludo 

(hHF-MSCs) tienen un gran interés en terapia celular por su potencial regenerativo, no solo para generar 

folículos pilosos, sino también para la regeneración de células mesodérmicas, neuronales, vasculares y 

epiteliales, y por sus aplicaciones clínicas en la cicatrización de heridas sin la generación de procesos 

fibróticos, entre otros.  

El presente trabajo muestra el desarrollo de una metodología que simplifica el proceso de migración de 

MSCs desde el compartimento mesenquimal del folículo piloso hasta la superficie del frasco de cultivo y 

el enriquecimiento de esta población celular mediante el empleo de lisados de plaquetas humanos 

comerciales, a una concentración más alta de lo habitual en cultivos celulares, y mediante el empleo de 

densidades de siembra adecuadas para favorecer su proliferación, lo que facilita la obtención de cultivos 

proliferativos en un mayor rango de edad en los donantes y su  futuro uso en terapia celular. 

El folículo piloso es una fuente fácilmente accesible de MSCs. La población hHF-MSC contienen MSCs de 

la región peribulbar, células de la papila dérmica y de la vaina dérmica del folículo piloso que han sido 

caracterizadas fenotípica y funcionalmente en este trabajo. La obtención eficaz de hHF-MSC a partir de 

explantes de folículo piloso y su proliferación óptima en cultivo dependen de la edad del donante, del 

empleo de sueros ricos en plaquetas, frente a sueros heterólogos no estandarizados, y del empleo de 

densidades de siembra que favorezcan su proliferación. Los resultados del estudio de la capacidad de 

duplicación de la población y la obtención de cultivos proliferativos y no proliferativos han permitido el 

desarrollo de modelos estadísticos predictivos que, teniendo en cuenta estos factores, contribuyen a la 

optimización de la obtención de hHF-MSCs desde el explante de folículo piloso hasta el quinto pase. 

El análisis de la capacidad proliferativa de las hHF-MSCs ha mostrado su adecuación para futuros ensayos 

de terapia celular que emplean la técnica de reemplazo celular. Asimismo, la demostración de la 

capacidad de las hHF-MSCs para generar medios condicionados inductores de la osteogénesis ha hecho 

posible el diseño de una metodología que puede emplearse en ensayos de terapia regenerativa, como 

alternativa al reemplazo celular.  

1 La metodología de migración y enriquecimiento favorece la 

proliferación de hHF-MSCs de folículo piloso humano. 

La población de células madre mesenquimales del folículo piloso humano de la región occipital del 

cuero cabelludo (hHF-MSCs) se localiza en el compartimento mesenquimal y está formada por células 

madre dérmicas de la región peribulbar, células de la papila dérmica y células de la vaina dérmica del 

folículo piloso (Hoogdjuin et al., 2006; Rahmani et al., 2014; Agabalyan et al., 2017).  

Hemos empleado una metodología de aislamiento de las hHF-MSCs que ha consistido en el uso directo 

de los explantes de folículos pilosos, tras una ligera disección a la lupa microscópica, sin utilizar 

microdisección al microscopio o disgregación enzimática, lo que simplifica el procedimiento y ha mostrado 
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que permite la migración y expansión celular desde el explante del folículo piloso hasta la superficie sin 

revestimiento del frasco de cultivo con medio de cultivo basal suplementado con lisado de plaquetas 

humano comercial. 

Durante el cultivo primario, alrededor de un 40% de los explantes se desprendió de la superficie del frasco 

de cultivo en alguna ocasión. Sin embargo, esta incidencia también fue observada por Vasyliev et al. 

(2017), quienes destacaron que el 16% de los explantes de folículo piloso se desprendían de la superficie, 

pese a que emplearon colágeno como sustrato. A pesar de ello, las células que se aislaron de los explantes 

de folículo piloso de la región occipital de 12 donantes de edades entre los 21 y los 47 años mostraron la 

capacidad para migrar fuera del explante primario. Esta capacidad de migración es característica de las 

células madre y de los progenitores (Kessler et al., 2014). Gracias a esta propiedad, las hHF-MSCs se 

expandieron por la superficie del frasco de cultivo y mostraron la capacidad de adherirse a la superficie 

sin revestimiento del frasco de cultivo; uno de los criterios mínimos propuestos por la ISCT para la 

definición de población MSC (Dominici et al., 2006). La adhesión celular a la superficie de cultivo no fue 

inmediata, debido a que, antes de la adhesión, las células deben secretar proteínas de la matriz 

extracelular y proteoglicanos (Vargas, 2016). 

El lisado de plaquetas humano, que favoreció la expansión de las células adherentes durante el cultivo 

primario y los sucesivos pases, contiene factores de crecimiento que favorecen el aislamiento y expansión 

de hHF-MSCs (González et al., 2017). Estos sueros ricos en plaquetas contienen al menos seis de los 

principales factores de crecimiento, incluyendo FGF2, PDGF, VEGF, EGF, TGF-β e IGF-1 (Gentile et al., 

2019); entre ellos el factor de crecimiento FGF2 favorece la migración y expansión en cultivo de las células 

de la papila dérmica (González et al., 2017; Wang et al., 2020) y posee una amplia actividad mitogénica, 

además de favorecer su potencial de diferenciación neuronal en cultivo (Toma et al., 2001; Agabalyan et 

al., 2017). Esta capacidad de diferenciación neurogénica, característica de las células de la papila dérmica 

con origen en la cresta neural, también se ha mostrado en células de la papila dérmica con origen en el 

mesodermo (Jinno et al., 2010), tal es el caso de la papila dérmica de este trabajo, ya que los folículos 

pilosos proceden de la región occipital del cuero cabelludo. El factor PDGF aumenta la proliferación de las 

células de la papila dérmica y de las células madre dérmicas del folículo piloso (González et al., 2017), 

mientras que el factor de crecimiento EGF estimula el crecimiento in vitro 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene).  

El número de células totales obtenido tras el cultivo primario (5,53 x 104 células totales) fue similar al 

obtenido por Bajpai et al. (2012), quienes realizaron una digestión enzimática para favorecer el 

aislamiento de células de la papila dérmica. Teniendo en cuenta los datos de Bajpai et al. (2012), según 

los cuales cada folículo piloso puede dar lugar a aproximadamente 5,00 x 104 MSCs durante dos semanas 

de cultivo, la comparación resultó favorable en cuanto al número de células totales obtenidas mediante 

la metodología de obtención de hHF-MSCs empleada en este trabajo. Sin embargo, la duración del cultivo 

primario necesaria para el aislamiento y expansión de las hHF-MSCs de nuestro estudio fue superior a la 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
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mostrada por Bajpai et al. (2012). No obstante, durante el primer pase se observó una alta duplicación de 

la población, con un valor de 4,73 para la mediana (intervalo de confianza del 95% de 3,93 a 5,15).   

Los cultivos primarios son poco estables, ya que las células se están modificando continuamente para 

adaptarse y, durante la expansión de los primeros pases hasta alcanzar al menos el tercer pase, tiene lugar 

la selección de los tipos celulares con mayor capacidad de proliferación y se alcanzan poblaciones más 

homogéneas (Vargas et al., 2016).   

En contraste con otras metodologías más complicadas y laboriosas, hemos desarrollado una metodología 

de migración y enriquecimiento en hHF-MSCs que favorece la obtención de una cantidad de células por 

folículo similar a la obtenida con otros métodos, sin requerir microdisecciones específicas de regiones 

mesenquimales específicas y/o procesos de digestión enzimática, lo que además reduce la manipulación 

del compartimento mesenquimal del folículo piloso. Asimismo, esta metodología proporciona una alta 

cantidad de células que permite continuar su expansión tras el cultivo primario y alcanzar un número 

suficiente para proceder a su criopreservación, caracterización fenotípica y funcional, análisis de su 

potencial multipotente y otros ensayos diseñados a obtener medios condicionados inductores de la 

osteogénesis como alternativa al reemplazo celular; así como para analizar su capacidad proliferativa y 

adecuación para futuros ensayos en terapia celular. Sin embargo, hay que tomar en consideración el 

hecho de que otras poblaciones celulares, que se encuentran también en nichos asociados al folículo 

piloso y tejidos circundantes, no retirados ni digeridos enzimáticamente, podrían ser aisladas 

conjuntamente con las hHF-MSCs, ya que el lisado de plaquetas humano también aporta factores de 

crecimiento que permiten la proliferación de otros tipos celulares diferentes de MSCs (Taylor et al., 2014). 

Para conseguir el enriquecimiento en hHF-MSC se empleó el lisado de plaquetas humano al 30%, ya que 

habitualmente se emplean porcentajes del 10-20% de suero para el aislamiento y expansión de estas 

poblaciones celulares, ya que el empleo de suero heterólogo humano al 30% demostró un aislamiento y 

proliferación más eficiente de hHF-MSCs según datos previos obtenidos por el Grupo BIOMICs (UPV/EHU).  

2 La edad del donante de folículo piloso y otros factores relativos a 

las condiciones de cultivo afectan a la obtención de hHF-MSCs. 

La generación de una metodología de enriquecimiento en hHF-MSCs optimizada podría facilitar la 

producción de un mayor número de células con una óptima capacidad de duplicación y, en un futuro, la 

generación de hHF-MSCs como productos de terapia celular que exhiban de manera consistente y robusta 

el rango deseado de propiedades terapéuticamente significativas. Para conocer el efecto de diversos 

factores, tales como la edad, hemos estudiado la proliferación celular a partir de explantes de donantes 

de distintas edades y medios suplementados con suero heterólogo (HS) frente a lisados de plaquetas 

humanas comerciales (HPL) durante el cultivo primario y primer pase, así como el del efecto de la edad 

del donante y la densidad de siembra celular empleada en los sucesivos pases tras el cultivo primario y 

hasta el quinto pase.  
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Para valorar si el empleo de suero heterólogo, como suplemento al medio basal de cultivo, aumenta la 

eficiencia del aislamiento y proliferación celular de las hH-MFSCs, frente a la suplementación con HPL, 

comparamos el efecto de ambos sueros durante el cultivo primario y primer pase. Aunque la obtención 

de hH-MFSCs viables no mostró diferencias estadísticamente significativas en cuanto al uso de ambos 

tipos de suero, con el empleo de HPL se observó una menor dispersión de los datos respecto a HS, debido 

probablemente a que los sueros comerciales están más estandarizados, por lo que ofrecen resultados 

menos variables. Asimismo, se observó que el suero HPL mostró una eficiencia significativamente mayor 

para promover la proliferación de las hH-MFSCs durante el primer pase tras el cultivo primario.  

No obstante, ambos sueros promovieron cultivos con una reducida expansión celular, con baja 

confluencia celular, inferior al 25% (densidad celular de alrededor de 1.500 células viables/cm2), e incluso 

la pérdida del cultivo. Asimismo, se observó una tendencia en la disminución de la eficacia en la obtención 

de cultivos proliferativos conforme aumentaba la edad del donante, tanto en hHF-MSCs expandidas con 

suero heterólogo como con lisado de plaquetas humano comercial.  

Con el objetivo de estudiar si la escasa capacidad de proliferación de los cultivos primarios y en primer 

pase se debe a la edad del donante y/o al suero empleado como suplemente al medio basal de cultivo y, 

por tanto, si ambos factores son variables explicativas de la reducida eficacia para favorecer la obtención 

de hHF-MSCs tras el cultivo primario y primer pase, se llevó a cabo una modelización estadística para la 

optimización de la metodología de obtención de hHF-MSCs en estas primeras fases. El modelado 

estadístico para optimizar el cultivo de MSCs ha sido empleado en estudios previos por la ISCT y ha 

generado la patente “#US62/397,572”, de la University Health Network en Toronto, para la producción 

óptima de MSCs derivadas de médula ósea, cordón umbilical y tejido adiposo en cultivos bi y 

tridimensionales, destinados a ensayos de terapia celular.  

Es probable que la heterogeneidad en el cultivo primario y en el primer pase sea superior a la que pueda 

presentarse a partir de los pases 3-4 (Vargas, 2016), por lo que esta heterogeneidad podría explicar 

también los resultados de eficacia en el ajuste a un modelo predictivo de regresión logística múltiple. 

Debido a que un modelo estadístico complejo puede tener demasiados parámetros para ser útil, nuestro 

estudio se centró en encontrar un modelo simple para poder ajustarlo a nuestros datos, que nos brindase 

parámetros que ayuden a comprender cual es la variable es más explicativa o está más fuertemente 

asociada a la eficacia en la obtención de hHF-MSCs en las etapas iniciales hasta alcanzar la confluencia en 

el pase 1. Asimismo, un modelo bien ajustado ayuda a diseñar nuevos experimentos que en un futuro 

faciliten el aislamiento y expansión óptima de hHF-MSCs para su aplicación en terapia celular. 

El modelo generado en nuestro trabajo ha mostrado que, tanto el aumento de la edad de los donantes, 

como el empleo de suero HS, frente al empleo de HPL como suplemento al medio de cultivo, disminuyen 

de forma significativa la probabilidad de obtener hHF-MSCs tras el cultivo primario y primer pase, siendo 

el aumento de la edad del donante una variable explicativa más fuertemente relacionada con la eficacia.  



189 
 

Asimismo, el modelo generado puede emplearse para predecir la probabilidad de éxito para obtener hHF-

MSCs tras el cultivo primario y el primer pase.   

La expansión de las hHF-MSCs tras el primer pase se continuó hasta el pase 5 con HPL como suplemento 

al medio basal de cultivo por haber demostrado mayor eficacia que el suero heterólogo. Los cultivos se 

realizaron con diferentes densidades de siembra, según la disponibilidad de hHF-MSCs viables tras cada 

subcultivo, con el fin de valorar el efecto de la densidad celular en la duplicación de la población HFSC.  

Aún en ausencia de contacto celular, y tal y como se observó tras el cultivo primario y primer pase, algunos 

cultivos detuvieron su proliferación. Para intentar reactivar la proliferación de las hHF-MSCs se procedió 

a tripsinizar y volver a resembrar las células con medio de cultivo fresco, para reactivar la proliferación de 

las células quiescentes que, a diferencia de las senescentes, se caracterizan por la detención reversible 

del ciclo celular. Asimismo, como es sabido por estudios previos, cuando existe una acumulación de 

células en fase G0/G1, la adición de medio completo conduce a que la mayoría de las células comiencen 

de modo simultáneo el proceso de duplicación (Achille et al., 2011). Sin embargo, en algunos casos no fue 

posible reactivar la población celular en cultivo, lo que sugiere que las células de esos cultivos se 

encontraban mayoritariamente en estado de senescencia.  

Las células de la papila dérmica del folículo piloso exhiben una autorrenovación limitada debida a un 

aumento en la senescencia celular que se manifiesta con el aumento en la edad del donante (Agabalyan 

et al., 2017). Aunque la región occipital del cuero cabelludo ha sido ampliamente aceptada como un área 

no afectada de alopecia androgenética (AGA) para ambos sexos, se ha demostrado que la AGA puede 

afectar el área occipital de pacientes masculinos con enfermedad avanzada (Khunkhet et al., 2021), por 

lo que la obtención de hHF-MSCs en estos pacientes podría verse más afectada independientemente de 

la edad del donante. Además de factores como la edad del donante o alteraciones del folículo piloso 

derivadas de la AGA, las condiciones de cultivo también pueden afectar a la capacidad proliferativa de las 

hHF-MSCs. Por ello, buscar la densidad de siembra óptima para una expansión máxima, evitando procesos 

de senescencia celular, es útil tanto para el uso de las hHF-MSCs en investigaciones in vitro, como para 

potenciales aplicaciones clínicas in vivo, ya que el procedimiento de cultivo celular puede durar menos 

tiempo, lo que reduce el riesgo de contaminación del cultivo o pérdida de fenotipo, además de conseguir 

que el proceso sea más eficiente. En este sentido, nuestros ensayos muestran que se puede lograr una 

expansión rápida para alcanzar un número suficiente de hHF-MSCs para aplicaciones clínicas utilizando 

densidades de siembra de 5.000-8.000 células/cm2, aunque a densidades más bajas como 2.000 

células/cm2 se aumenta significativamente la proliferación celular, probablemente por la mayor 

disponibilidad de nutrientes y factores de crecimiento por célula, tal y como ha sido observado 

previamente para MSCs de otras fuentes de procedencia (Freshney et al., 2006; Neuhuber et al., 2008; 

Nekanti et al., 2010; Fossett & Khan, 2012) y para células tumorales (Wright Muelas et al., 2018), por lo 

que esta densidad también podría ser recomendada para uso terapéutico, si bien este procedimiento no 

ha sido utilizado en nuestros ensayos, ya que la densidad de siembra de 5.000 a 8.000 células/cm2 es la 
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más ampliamente aceptada. Sin embargo, es importante evitar densidades de siembra muy altas (14.000 

células/cm2) ya que han demostrado un efecto negativo sobre la duplicación celular de hHF-MSCs. No 

obstante, densidades de siembra de 9.000 a 14.000 células/cm2 pueden emplearse cuando la expansión 

de hHF-MSCs in vitro no esté destinada a ensayos futuros de reemplazo celular en pacientes. También 

existen excepciones como la expansión de hHF-MSCs con propósitos de diferenciación osteogénica. Se ha 

descrito previamente que densidades de siembra altas puede favorecer su potencial osteogénico (Abo-

Aziza & Zaki, 2016), incluso se ha observado que la formación de nódulos de calcio por los osteoblastos 

derivados de hHF-MSCs de la papila dérmica del folículo piloso se presenta en las zonas de cultivo donde 

existen agregados multicapa (Kiseleva et al., 2009).  

La observación de que tanto el aumento de la densidad de siembra, como el aumento de la edad del 

donante, parecen afectar la capacidad proliferativa de las hHF-MSCs nos condujo a la generación de un 

modelo de regresión logística múltiple para determinar qué variable es más explicativa o está más 

fuertemente asociada a la capacidad de duplicación de las hHF-MSCs durante los primeros pases tras el 

cultivo primario (pases 1 a 5).  

El modelo generado de regresión logística múltiple para optimizar la producción de hHF-MSCs tras el 

cultivo primario y hasta el quinto pase ha mostrado que, tanto el aumento en la densidad de siembra, 

como el aumento de la edad de los donantes, reducen de forma significativa la probabilidad de obtener 

hHF-MSCs con capacidad de duplicación, siendo la densidad de siembra la variable explicativa más 

fuertemente relacionada con la capacidad de duplicación de la población. La elección de este tipo de 

regresión como modelo que mejor se ajusta a nuestros resultados, también fue debida a que estudios 

previos con células derivadas de folículo piloso habían observado que los individuos mayores de 40 años 

con problemas de alopecia mostraban una reducción en la capacidad de proliferación celular (Garza et al., 

2011) consecuente con un aumento en el número de células apoptóticas  (Zhou et al., 2008).  

Garza et al. (2011) observaron el número de células madre del bulge del folículo piloso de donantes 

caucasoides de entre 40 y 65 años con problemas de alopecia se mantiene inalterado, pero su actividad 

proliferativa disminuye, al igual que sucede en los cultivos de hHF-MSCs procedentes de donantes de 

folículo piloso de nuestro estudio, y al igual que ocurre con la capacidad proliferativa de las células de la 

papila dérmica del folículo piloso descrita previamente en este apartado, lo que concuerda con la baja 

capacidad proliferativa mostrada en los donantes de entre 40 y 47 años de nuestro estudio. Por otra parte, 

se ha descrito que los cultivos de MSCs de pacientes de edad más avanzada muestran mayor proporción 

de células apoptóticas, ya que los efectos fisiológicos del envejecimiento en las MSCs inducen senescencia 

(Zhou et al., 2008).  

En cuanto al análisis del efecto del género del donante en la obtención de hHF-MSCs no pudo realizarse 

ya que se recibieron explantes de folículo piloso de una única donante debido a una mayor demanda de 

análisis e injertos capilares por parte del género masculino, por lo que no se ha podido valorar este factor 
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a la hora de analizar la eficacia en la obtención de hHF-MSCs a partir de explantes de folículo piloso. No 

obstante, es de interés considerar los resultados de Faustini et al. (2010), quienes mostraron que las MSCs 

de tejido adiposo de mujeres tienen un rendimiento significativamente superior (7,77 ± 4,31 x 106 células) 

a las MSCs de varones (4,22 ± 5,05 x 106 células). Esto, añadido al conocimiento de que las células madre 

tienen receptores de estrógenos y andrógenos, sugiere que puede haber diferencias de género que 

influyan en la proliferación de MSCs. Se cree que los niveles, más altos de estrógenos en las mujeres, y de 

andrógenos en los hombres, son responsables de las diferencias entre las MSCs masculinas y femeninas 

(Ray et al., 2008). Por otra parte, la mayoría de los estudios sugieren que los andrógenos tienen un efecto 

inhibitorio del crecimiento de las MSCs (Chang et al., 2006), mientras que los estrógenos tienen un papel 

excitador controlando los niveles de citoquinas y la producción de factores de crecimiento (Crisostomo et 

al., 2008; Ray et al., 2008). Sin embargo, estos resultados tendrían que ser más explorados ya que  

Dexheimer et al. (2011) no encontraron diferencias de género en la expansión de MSCs procedentes de 

médula ósea. Para determinar el efecto del género de los donantes en la proliferación de hHF-MSCs serían 

necesarios nuevos estudios comparativos con individuos de ambos sexos y mismos grupos de edad. 

Los modelos estadísticos predictivos desarrollados en este trabajo han permitido optimizar el aislamiento 

a partir de explantes de folículo piloso y la producción de hHF-MSCs tras el cultivo primario y los primeros 

cinco pases, así como predecir la probabilidad de éxito en la obtención de hHF-MSCs según la edad del 

donante. De esta forma, se visto que la probabilidad de obtener cultivos proliferativos de hH-MFSCs 

expandidas con lisado de plaquetas humano comercial de un donante de 25 años, tras el pase 1, es del 

90%, mientras que esa probabilidad disminuye un 12% en caso de emplear suero heterólogo. Si la edad 

del donante es de 40 años, la probabilidad de obtener hHF-MSCs, tras el cultivo primario y primer pase, 

de forma eficaz se reduce un 60% cuando se emplea suero heterólogo. Asimismo, tras el cultivo primario, 

y si se emplean densidades de siembra de 5.000 células/cm2 y un suero rico en plaquetas, la probabilidad 

de éxito se mantiene cercana al 85%, pero si partimos de un donante con 40 años, y empleamos 

densidades de siembra de 8.000 células/cm2, la probabilidad de éxito disminuye por debajo del 65%.     

En síntesis, el modelo estadístico predictivo ha mostrado que el aumento de la edad del donante es la 

variable explicativa más fuertemente relacionada con la eficacia en la obtención de hHF-MSCs a partir del 

explante de folículo piloso durante el cultivo primario y primer pase, que puede ser debida a la 

disminución en el potencial de autorrenovación de las células de la papila dérmica que se manifiesta con 

la edad. Por otro lado, para optimizar la obtención de hHF-MSCs en cultivo se recomienda el uso de lisados 

de plaquetas humanos comerciales, en lugar de emplear suero heterólogo de donantes no estandarizado. 

En cuanto a la obtención de hHF-MSCs tras el primer pase y hasta el quinto pase, el aumento en la 

densidad de siembra y de la edad de los donantes disminuye de forma significativa la probabilidad de 

obtener cultivos con capacidad de duplicación, siendo la densidad de siembra la variable explicativa más 

fuertemente relacionada con la capacidad de duplicación de estas células. 
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La densidad de siembra de 5.000 células/cm2 ha sido empleada como densidad de siembra de referencia 

en estudios previos para iniciar la expansión de MSCs derivadas de diversos tejidos (Petrenko et al., 2020), 

por lo que su uso favorece la comparación con los resultados obtenidos por otros grupos de trabajo. 

Debido a que no se han observado diferencias significativas las densidades de siembra de 5.000 a 8.000 

células/cm2, y a que se observó que ambas densidades dan lugar a un mayor número de cultivos viables 

frente a cultivos con incidencias en su expansión, los cultivos de hHF-MSCs pueden iniciarse con una 

densidad de siembra de 5.000-8.000 células/cm2, aunque a densidades más bajas como 2.000 células/cm2 

se aumenta significativamente la proliferación celular, por lo que esta densidad también podría ser de 

interés para uso terapéutico. Sin embargo, es importante evitar densidades de siembra muy altas con 

propósitos terapéuticos de reemplazo celular (14.000 células/cm2) ya que han demostrado un efecto 

negativo sobre la duplicación celular de hHF-MSCs. Dependiendo del uso al que vayan destinadas las hHF-

MSCs deben tenerse en cuenta las densidades de siembra empleadas así como otros factores que pueden 

afectar a la capacidad de duplicación para poder optimizar los ensayos y/o la obtención de hHF-MSCs para 

su aplicación en terapia celular. Para edades superiores a los 60 años, la probabilidad de obtener hHF-

MSCs es muy reducida, por lo que el estudio de mecanismos que puedan estimular la capacidad de 

duplicación celular en cultivos menos proliferantes puede suponer una oportunidad para emplear MSCs 

autólogas en pacientes de edad avanzada. 

3 El empleo de suero bovino fetal disminuye la capacidad 

proliferativa de las hHF-MSCs sin afectar su potencial 

multipotente. 

También hemos llevado a cabo ensayos con medios de cultivo suplementados con suero bovino 

fetal (FBS) para utilizar hHF-MSCs con fines de investigación ya que las células no pierden sus propiedades 

en estas condiciones (Gregory et al., 2006; Matthyssen et al., 2017). Estos estudios no se han realizado 

para la expansión de estas células con fines terapéuticos. Por este motivo, aunque no están permitidos 

los cultivos con suero FBS en terapia regenerativa (Petrenko et al., 2020), hemos usado FBS en ensayos 

de adhesión de nuestras hHF-MSCs a patrones de proteínas (Hamon et al., 2016) y en la expansión celular 

de esta población previa a ensayos de transfección celular  (Azuaje‐Hualde et al., 2021) y de diferenciación 

osteogénica y condrogénica de hHF-MSCs ya que el potencial de diferenciación a los tres linajes 

mesodérmicos, empleando previamente FBS como suplemento del medio de cultivo, no muestra cambios 

significativos frente al empleo previo del suero HPL (Matthyssen et al., 2017), con la excepción de que, en 

el caso de la diferenciación condrogénica, se observó un aumento significativo en la formación de 

micromasas cuando se suplementaba el medio de cultivo con suero HPL (Matthyssen et al., 2017).    

Las células hHF-MSCs expandidas con FBS mostraron un aumento del diámetro cercano al 30%, respecto 

al diámetro mostrado cuando fueron expandidas con suero HPL. Estos resultados fueron observados 

también en MSCs por Matthyssen et al. (2017) tras el empleo de suero FBS.  
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Se ha descrito previamente que el tiempo de duplicación de la población (PDT) de MSCs derivadas del 

estroma corneal expandidas con HPL es 1,5 veces más rápido que el presentado por las mismas células 

expandidas con FBS (Matthyssen et al., 2017). En hHF-MSCs el tiempo de duplicación de la población tras 

la expansión con suero FBS fue significativamente superior al mostrado por las células expandidas con 

HPL, de modo que la comparación resultó en un PDT casi el doble de veces más rápido cuando las células 

fueron expandidas con suero HPL que el mostrado por las hHF-MSCs expandidas con FBS.  

Por todo lo anterior, el suero FBS puede emplearse en la expansión de las hHF-MSCs destinadas a ensayos 

no terapéuticos, teniendo en cuenta que el uso de este suero aumenta el diámetro celular y el tiempo de 

duplicación de la población, aunque no afecta negativamente a su potencial multipotente.   

4 La población celular obtenida mediante migración y 

enriquecimiento de células del folículo piloso está formada por 

células madre del compartimento mesenquimal del folículo piloso 

(hHF-MSCs).  

 La población hHF-MSC, obtenida mediante la migración y enriquecimiento células del folículo 

piloso, ha mostrado cumplir los criterios mínimos propuestos por la ISCT para definir a una población 

celular como MSC (Dominici et al., 2006). Tal y como se muestra en este trabajo, esta población celular se 

caracteriza por: a) su capacidad de adhesión a la superficie sin revestimiento del frasco de cultivo; b) su 

inmunofenotipo CD73+/CD90+/CD105+ en más del 98% de la población y una expresión de los 

marcadores de superficie CD14, CD34 y CD45 inferior al 2%, y c) por su potencial de diferenciación a los 

tres linajes mesodérmicos (adipogénico, osteogénico y condrogénico) in vitro, demostrado mediante 

tinciones específicas de los depósitos de lípidos, nódulos de calcio y proteoglicanos sulfatados 

respectivamente, tras su diferenciación a cada uno de estos linajes.  

La morfología mostrada por la población hHF-MSC es fusiforme similar a fibroblasto y característica de 

MSCs. En la población en cultivo pudieron apreciarse morfologías poligonales aplanadas, así como algunas 

células con una morfología más alargada y dendrítica. La observación de células con morfología poligonal 

aplanada no compacta es característica de las células de la papila dérmica (Yang et al., 2010), mientras 

que las células de la vaina dérmica, aunque similares a miofibroblastos (Agabalyan et al., 2017), se 

observan con una morfología más alargada y dendrítica cuando son expandidas con el factor de 

crecimiento FGF2 (Desai et al., 2014) contenido en los lisados de plaquetas. 

Asimismo, la observación de algunas células con morfología tricúspide sugiere la presencia de MSCs más 

comprometidas de la vaina dérmica (Agabalyan et al., 2017) y de fibroblastos dérmicos y/o de la unión 

dermo-hipodermal circundantes al folículo piloso, tal y como también observaron Haydont et al. (2020). 

No obstante, la presencia de células con morfología tricúspide fue escasa. 
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La ausencia de morfologías poligonales compactas parece indicar que nuestra metodología no favorece 

la presencia de células madre/progenitores con origen en la cresta neural de la dermis interfolicular 

(Vasyliev et al., 2019), ni de células madre epiteliales derivadas de la cresta neural o queratinocitos (Ponce 

et al., 2017). Asimismo, no se formaron agregados o esferas similares a cuerpos embrioides característicos 

de las células Muse (Wakao et al., 2011; Heneidi et al., 2013; Kuroda et al., 2013; Ogura et al., 2014; Wakao 

et al., 2018) y de las células madre/progenitores con origen en la cresta neural del bulge (Dupin & Sommer, 

2012; Ge et al., 2016; Yu et al., 2010), lo que sugiere que estas poblaciones no parecen proliferar junto 

con las hHF-MSCs cuando se emplea nuestra metodología de enriquecimiento.   

El estudio mediante citometría de flujo no mostró cambios en el tamaño y complejidad celular de la 

población hHF-MSC entre los pases a corto y medio plazo, lo que sugiere que el método de 

enriquecimiento utilizado mantiene una población de hHF-MSCs similar a lo largo de los pases.  

Las hHF-MSC en cultivo mostraron capacidad de expansión en monocapa con la formación de agregados 

multicapa tras alcanzar la confluencia total. Esta misma observación fue mostrada en estudios previos por 

Wu et al. (2005) en células de la papila dérmica de folículo piloso en confluencia celular, quienes además 

puntualizaron que esta característica muestra que, de existir fibroblastos dérmicos del tejido circundante 

al folículo piloso, éstos se encontrarían en muy baja proporción (Wu et al., 2005).   

Además de demostrar la presencia de hHF-MSCs mediante su morfología y capacidad de formación de 

agregados multicapa, la presencia de hHF-MSCs de la papila dérmica y de la vaina dérmica del folículo 

piloso fue confirmada mediante la tinción Alcian Blue. La coloración azul pálido, observada tras la tinción, 

reveló que, en su mayoría, la población celular estaba formada por hHF-MSCs, ya que el citoplasma de la 

mayor parte de las células de la papila dérmica y vaina dérmica del folículo piloso muestran coloración 

azul con Alcian Blue (Wu et al., 2005; Lavoie et al., 2009; Kiseleva et al., 2009), a diferencia de los 

fibroblastos dérmicos que no muestran coloración tras la tinción (Wu et al., 2005), por lo que se confirma 

que, los fibroblastos dérmicos parecen encontrarse en una proporción insignificante. Cabe destacar que 

la coloración azul pálido mostrada por las hHF-MSCs de nuestro estudio fue muy similar a la mostrada en 

estudios previos en MSCs de folículo piloso (Kiseleva et al., 2009; Zhang et al., 2013). Este menor nivel de 

intensidad del color en la tinción de las células de la papila dérmica y vaina dérmica del folículo piloso fue 

descrito previamente por Wu et al. (2005).  

La propiedad de adherencia de las MSCs, por sí sola, no es suficiente para aislar una población de hHF-

MSCs, porque otras poblaciones celulares distintas a MSCs pueden ser aisladas y expandidas junto a las 

hHF-MSCs. Tras la selección y el análisis de expresión de los marcadores para la selección de hHF-MSCs, 

la observación de la sobreexpresión del gen CD56 típicamente mesenquimal contribuyó a la confirmación 

de la presencia de MSCs en los cultivos, y en concreto, de células proliferantes de la vaina dérmica del 

folículo piloso (Ge et al., 2016; Vasyliev et al., 2017). A su vez, la expresión positiva, aunque leve, del gen 

ALP parece reforzar la hipótesis la posibilidad de encontrar células de la papila dérmica y de la zona 
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peribulbar del folículo piloso (McElwee et al., 2003; Rendl et al., 2003; Driskell et al., 2011). Por tanto, la 

expresión de marcadores de superficie apoya que metodología seguida en este trabajo favorece la 

migración desde el explante primario y el enriquecimiento en células hH-MSCs en los cultivos.  

Por otro lado, la expresión de genes como propios de células madre, SOX2, ALP y CD56, también fue 

estudiada. La expresión moderada del gen SOX2 ayudó a confirmar la presencia de células de la papila 

dérmica y de la región peribulbar (Izadpanah et al., 2006; Biernaskie et al., 2009; Driskell et al., 2013; Yang 

et al., 2013; Driskell et al., 2015; Agabalyan et al., 2017; Lynch et al., 2018; Lim et al., 2019; Vasyliev et al., 

2019), sin embargo, debido a que la expresión de SOX2 disminuye a lo largo de los pases (Agabalyan et 

al., 2017), la ausencia de expresión de este marcador no hubiera descartado la presencia de hHF-MSCs. 

Como señalaron, Rendl et al. (2005) y Mao et al. (2015) los fibroblastos dérmicos no expresan los genes 

ALP y SOX2, pero la expresión del gen CD56 no descarta la presencia de éstos en la población hHF-MSC 

(Blasi et al., 2011; Brohem et al., 2013), de igual forma que no se descartó la presencia de pericitos debido 

a la expresión positiva de los genes ALP (Crisan et al., 2008; Fisher et al., 2009) y SOX2 (Bouacida et al., 

2012). Aunque las células Muse también expresan ALP (Kuroda et al., 2010; Wakao et al., 2011; Ogura et 

al., 2014) y SOX2 (Kuroda et al., 2010; Heneidi et al., 2013; Kuroda et al., 2013), la presencia de esta 

población pluripotente quedó descartada ya que no se observaron agregados similares a cuerpos 

embrioides en nuestros cultivos, así como tampoco coexpresión de los marcadores de superficie CD177 y 

CXCR4 y de sobreexpresión de los genes FOXA2 y SOX17, que hubieran revelado la obtención de células 

de linaje endodérmico (Wong et al., 2012) a partir de la diferenciación de células Muse cuando la 

población hHF-MSC fue inducida a diferenciación.   

El marcador CD133 (PROM1) presenta cambios dinámicos en su expresión a medida que avanza el ciclo 

de crecimiento del pelo y solo muestra una expresión positiva en la fase anágena del crecimiento 

(Biernaskie et al., 2009; Driskell et al., 2011; Ge et al., 2016; Agabalyan et a., 2017), por lo que no se 

seleccionó para su análisis en este trabajo.  

El empleo de la metodología de migración y enriquecimiento podría no evitar la proliferación, junto a las 

hHF-MSCs, de otras poblaciones localizadas en el tejido circundante al folículo piloso: fibroblastos 

dérmicos y pericitos que se localizan predominantemente alrededor del folículo piloso. Los resultados del 

estudio del fenotipo de la población hHF-MSC mostraron que la presencia de fibroblastos es baja, tal y 

como se discute en el apartado anterior, y además no se descarta la presencia de pericitos en la población 

hHF-MSC. No obstante, al igual que en nuestro trabajo, otras poblaciones de MSCs, como las aisladas de 

tejido adiposo o médula ósea, también han mostrado la presencia de otras poblaciones celulares 

diferentes a MSCs (Zuk et al., 2001; Billon et al., 2007; Gimble et al., 2007; Silva et al., 2010; Tang et al., 

2008; Wrage et al., 2008; Zimmerlin et al., 2010, Bourin et al., 2013; Zimmerlin et al., 2013). No obstante, 

y aunque estén representados los fibroblastos y pericitos en una pequeña proporción, esto no es un 

inconveniente ya que la ISCT MSC admite la heterogeneidad de las poblaciones MSCs e incluso considera 

que las funciones secretoras e inmunomoduladoras asociadas con los beneficios clínicos de las MSCs 
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residen en la heterogeneidad de estas poblaciones (Viswanathan et al., 2019). Además, en caso de que se 

requiera la eliminación de algunas de estas poblaciones de la población hHF-MSC obtenida en este 

trabajo, se puede realizar un sorting con marcadores específicos de este tipo celular. 

Las hHF-MSCs de la papila dérmica tienen un efecto antifibrótico, mientras que los fibroblastos tienen un 

riesgo mayor de provocar efectos fibróticos en la cicatrización de heridas (Rippa et al., 2019). Por tanto, 

si con el propósito de emplear las hHF-MSCs en terapia celular se desease evitar la presencia de 

fibroblastos, podría realizarse un sorting con el marcador S100A4 (Lv et al., 2014). En el caso de los 

pericitos, aunque pueden participar en la homeostasis de los tejidos mesenquimales y también en la 

cicatrización de heridas al igual que las hHF-MSCs, estudios previos han sugerido que, al igual que los 

fibroblastos, pueden promover la fibrosis en lugar de acelerar la cicatrización (Mills et al., 2013), por lo 

que un sorting con CD56 no seleccionaría esta población celular. Asimismo, y con propósitos de terapia 

celular, si se requiere la eliminación de células Muse (ya sean Muse-MSCs o Muse-Fibroblastos), se podría 

realizar un sorting con el marcador SSEA-3.  

5 La metodología de enriquecimiento de las hHF-MSCs no favorece 

la presencia de poblaciones celulares CD34+.  

 Las MSCs carecen de expresión (< 2%) del marcador CD34 (Dominici et al., 2006). El 

inmunofenotipo típicamente mesenquimal mostrado por las hHF-MSCs descarta la presencia de células 

endoteliales y hematopoyéticas en la población aislada. El análisis de los resultados de citometría de los 

marcadores propuestos por la ISCT para la definición de MSCs, mostrado en el apartado 2.3 de Resultados, 

indicó que más del 98% de la población hHF-MSC aislada de explantes de folículo piloso coexpresa los 

marcadores CD73, CD90 y CD105, por lo que la presencia de poblaciones como telocitos y células madre 

epiteliales no derivadas de la cresta neural progenitoras de queratinocitos (EpSCs) es insignificante ya que 

no coexpresan estos marcadores mesenquimales. 

Las poblaciones celulares localizadas en el compartimento epitelial del folículo piloso, que podrían 

proliferar en cultivo junto con las hHF-MSCs y que expresan el marcador CD34 son: a) MSCs de la zona 

perivascular circundante al folículo piloso/progenitores de tránsito pericíticos (da Silva et al., 2008; 

Yamanishi et al., 2012; Zimmerlin et al., 2013); b) células madre de la piel con origen en la cresta neural 

(Waters et al., 2007; Ge et al., 2016; Ali et al., 2018); c) la fracción CD34+ de los telocitos (Ceafalan et al., 

2012; Zimmerlin et al., 2013; Manole et al., 2016; Mitrofanova et al., 2020; Sanches et al., 2020); y d) 

células madre epiteliales no derivadas de la cresta neural (EpSCs) (Tumbar et al., 2004; Rendl et al., 2005; 

Waters et al., 2007; Wakao et al., 2011; Wakao et al., 2018; Mitrofanova et al., 2020; Sanches et al., 2020).  

La ausencia de expresión del marcador de superficie CD117 corrobora, por un lado, que las células 

progenitoras de tránsito melanocíticas, que también son CD34+, no se encuentran entre las aisladas del 

explante de folículo piloso y, por otro lado, coincide con los resultados de estudios previos sobre MSCs 

procedentes de folículo piloso (Coelho de Oliveira et al., 2017) y sobre MSCs procedentes de otros tejidos 
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(Asensi et al., 2014). Asimismo, la coexpresión inapreciable de CD117 y CD184 en la población hHFSC 

descarta la presencia de progenitores del linaje endodérmico (Wong et al., 2012) que pudieran ser 

debidos a un proceso de transdiferenciación. En diversos estudios previos, el marcador CD184 ha 

mostrado expresión variable en MSCs según el tejido de procedencia (Baek et al., 2011; Cappellesso-

Fleury et al., 2010; Naji et al., 2019) y no ha mostrado expresión en fibroblastos (Cappellesso-Fleury et al., 

2010).  

En el caso de las células madre derivadas de la piel con origen en la cresta neural (SDSCs), teniendo en 

cuenta sus requerimientos para facilitar su adherencia al frasco de cultivo y su proliferación, 

probablemente su presencia sea prácticamente inexistente. Las SDSCs se consideran células 

mesectodérmicas o ectomesenquimales, a diferencia de las MSCs que son células madre mesenquimales 

derivadas del mesodermo (Agabalyan et al., 2017; Dupin & Sommer, 2012; Ge et al., 2016; Takashima et 

al., 2007). Cuando estas células crecen en monocapa muestran una morfología similar a fibroblasto, al 

igual que las MSCs; no obstante, las SDSCs de la dermis interfolicular muestran una morfología poligonal 

compacta, por lo que son fácilmente distinguibles (Vasyliev et al., 2019). Si bien las hSDSCs no presentan 

la capacidad de adherencia de las MSCs in vitro, pueden llegar a adherirse a la superficie de cultivo cuando 

se recubre con poli-L-lisina (Mao et al.; 2015), colágeno (Vasyliev et al., 2017) o fibronectina (Yu et al., 

2010) y crecer en monocapa. Para su proliferación in vitro, las hSDSCs precisan que el medio de cultivo 

esté suplementado con Insulina-Transferrina-Selenio (ITS) (Ge et al., 2016; Wang et al., 2020); de lo 

contrario, se produce una pérdida gradual de estas células a lo largo de los pases (Wang et al., 2020). No 

obstante, Mao et al. (2015) consiguieron la proliferación de estas células en monocapa empleando el 

medio de cultivo clásico para la proliferación de MSCs sin adición de ITS tras facilitar su adherencia a la 

superficie de cultivo con poli-L-lisina.  

En cuanto a su inmunofenotipo, las SDSCs presentan un perfil típicamente mesenquimal (Hoogdjuin et 

al., 2006; Vasyliev et al., 2017; Vasyliev et al., 2019); así como potencial de diferenciación a linajes 

adipogénico, condrogénico y osteogénico (Achilleos & Trainor, 2012; Nilforoushzadeh et al., 2019; Toma 

et al., 2001; Lavoie et al., 2009;  Huang et al., 2010; Yu et al., 2010; Dupin et al., 2012; Vasyliev et al., 2017; 

Vasyliev et al., 2019), cumpliendo los criterios mínimos recomendados por la ISCT para la definición de 

MSCs (Dominici et al., 2006). Por otra parte, las SDSCs muestran potencial de diferenciación a melanocitos 

(Achilleos et al., 2012; Dupin et al., 2012), neuronas (Achilleos et al., 2012; Dupin et al., 2012; Vasyliev et 

al., 2017; Vasyliev et al., 2019) y células de Schwann (Toma et al., 2001; Sieber-Blum et al., 2004; 

Fernandes et al., 2004; McKenzie et al., 2006; Biernaskie et al., 2006; Achilleos et al., 2012; Dupin et al., 

2012; Vasyliev et al., 2019); así como a fibroblastos y miofibroblastos (Shu et al., 2014; Mao et al., 2015; 

Ge et al., 2016).  

Con el fin de evitar la proliferación de poblaciones, como las SDSCs del bulge y de la dermis, no se favoreció 

su adherencia a la superficie de cultivo mediante revestimientos proteicos, ni su proliferación mediante 

la adición de ITS. Así, aunque a pesar de las características de la superficie del frasco de cultivo se hubiesen 
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podido adherir cierto número de SDSCs, éstas dejarían gradualmente de proliferar a lo largo de los 

primeros subcultivos (Wang et al., 2020), pese a la presencia de los factores de crecimiento FGF2 y EGF 

en el medio que pudieran favorecer su crecimiento (Jinno et al., 2010; Wong et al., 2015), ya que para su 

proliferación in vitro, precisan de la suplementación del medio de cultivo con el nutriente sintético ITS (Ge 

et al., 2016; Wang et al., 2020). A pesar de todo lo anterior, se ha visto la proliferación de SDSCs en medios 

de cultivo sin la suplementación con ITS (Mao et al., 2015). 

En cuanto a la presencia de MSCs en la región perivascular, Zimmerlin et al. (2013) hallaron una 

subpoblación de pericitos CD34+ que es altamente proliferativa, en contraste con los pericitos CD34-, y 

que coexpresan los marcadores mesenquimales CD73, CD90 y CD105 en alta proporción, de forma similar 

a las MSCs. Por otra parte, Yamanishi et al. (2012) detectaron MSCs CD34+ en nichos perivasculares del 

cuero cabelludo humano y observaron que las MSCs CD34+ son abundantes alrededor del folículo piloso, 

por lo que sugirieron que las zonas perivasculares dérmicas actúan como un nicho de MSCs CD34+ en la 

dermis del cuero cabelludo. Además, se ha evidenciado que las MSCs del tejido adiposo residen en la 

región perivascular como células CD34+ (da Silva et al., 2008; Zimmerlin et al., 2013). Por todo lo anterior, 

Zimmerlin et al. (2013) sugirieron que la subpoblación de pericitos CD34+ son progenitores de tránsito de 

las MSCs.  

Los resultados de la expresión del marcador de superficie CD34 mostraron que menos del 2% de la 

población obtenida mediante la metodología de migración y enriquecimiento expresaba este antígeno. 

Por tanto, es insignificante la presencia de las poblaciones anteriormente mencionadas en la población 

hHF-MSC, y se confirma que la población celular aislada del explante de folículo piloso procede del 

compartimento mesenquimal del folículo piloso, y no del compartimento epitelial o de tejidos 

circundantes, a excepción de una pequeña proporción de fibroblastos y pericitos.  

No obstante, si con propósitos terapéuticos se desea eliminar alguna población CD34+ remanente esto 

puede realizarse mediante sorting con este marcador. Asimismo, la selección de la población CD90+ 

mediante sorting eliminaría del cultivo los telocitos remanentes, si los hubiere, ya que no expresan este 

antígeno de superficie típicamente mesenquimal (Ceafalan et al., 2012; Xiong et al., 2016; Sanches et al., 

2020). En caso de detectar la presencia de células madre con origen en la cresta neural, si se desea 

descartarlas, se puede hacer un sorting con NESTIN. 

Un estudio comparativo de los transcriptomas de poblaciones presentes en el folículo piloso podría 

ofrecer una firma transcripcional que facilitase la identificación de las hHF-MSCs. Por otra parte, debido a 

que el análisis transcriptómico y funcional de las MSCs de diferentes fuentes biológicas ha revelado firmas 

transcripcionales que difieren según la procedencia, con capacidades de diferenciación cercanas pero, no 

obstante, diferentes (Naji et al., 2019) y, tomando en consideración que la identidad de las MSCs aún está 

bajo debate, para apoyar su identificación con fines terapéuticos, es vital comprobar sus propiedades 

biológicas, las cuales incluyen su potencial de autorrenovación, multipotencia, capacidad trófica, 
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anidamiento/migración e inmunosupresión (Naji et al., 2019; Rippa et al., 2019; Petrenko et al., 2020; 

Jiang et al., 2021).  

6 7. La población hHF-MSC muestra potencial de autorrenovación y 

diferenciación multipotente. 

La población hHF-MSC de nuestro trabajo ha mostrado sobreexpresión de tres genes implicados 

en el potencial de autorrenovación celular: HSPA9, KAT7 y KAT8. La expresión del gen HSPA9 se asocia 

con la proliferación celular, la respuesta al estrés y el mantenimiento de las mitocondrias, mientras que 

los genes KAT participan en la regulación de la transcripción y replicación del ADN (GeneCards; PANTHER). 

A su vez, NOTCH1 es un gen regulador de la división simétrica/asimétrica de las células madre para su 

autorrenovación/especialización, y está involucrado en la capacidad angiogénica de las hHF-MSCs. 

Asimismo, las hHF-MSCs obtenidas mostraron la capacidad de diferenciarse a los tres linajes 

mesodérmicos: adipogénico, condrogénico y osteogénico.  

En el caso de la diferenciación adipogénica se observó la presencia de depósitos lipídicos tras la tinción 

con Oil Red. Tras la extracción del colorante y la lectura de la densidad óptica a 510 nm (OD510) los 

resultados mostraron una presencia significativa de lípidos, por lo que se corroboró el potencial 

adipogénico de las hHF-MSCs. 

Tras la diferenciación osteogénica de las hHF-MSCs, la tinción con Alizarin Red S mostró la presencia de 

nódulos de calcio. La presencia de nódulos producidos por osteoblastos mostró un potencial osteogénico 

similar al mostrado por hHF-MSCs en distinto pase en estudios previos (Kiseleva et al., 2009; Zhang et al., 

2013; Lu et al., 2019) y en hHF-MSCs en el mismo pase (Bajpai et al., 2012). Asimismo, estos resultados 

fueron similares a los mostrados por células de la papila dérmica (Hoogdjuin et al., 2006) y vaina dérmica 

del folículo piloso (Jahoda et al., 2003; Hoogduijn et al., 2006), lo que confirma el aislamiento de hHF-

MSCs. Este potencial osteogénico mostrado por las hHF-MSCs obtenidas por nosotros fue similar al 

mostrado por MSCs derivadas de la dermis (Brohem 2013), la córnea (Matthyssen et al., 2017) y la región 

sinovial (Fernandes et al., 2018) tras el empleo del mismo medio de inducción osteogénico comercial, sin 

embargo, en MSCs de tejido adiposo procedentes de individuos de edad similar a la de los donantes de 

nuestras hHF-MSCs, se observó una mayor producción de nódulos mineralizados (Maredziak et al., 2016). 

En cuanto a los fibroblastos dérmicos, Kileseva et al. (2009) mostraron la ausencia de formación de 

nódulos de calcio tras su diferenciación osteogénica. Este mismo resultado fue mostrado por Haydont et 

al. (2020) para los fibroblastos de la dermis papilar y reticular. En contraste, los fibroblastos de la unión 

dermo-hipodermal (F-DHJ) mostraron un alto potencial osteogénico en donantes 20 a 31 años (Haydont 

et al., 2020), por lo que la presencia de este tipo de fibroblastos en nuestra población hHFSC fue 

probablemente insignificante, en caso de haberse aislado del explante de folículo piloso. El mayor 

potencial osteogénico también fue observado en células madre derivadas de la piel con origen en la cresta 

neural de la dermis humana (Soma et al., 2013). 
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Por todo lo anterior, nuestra población celular muestra más similitud en su potencial de diferenciación 

osteogénico con MSCs de folículo piloso que con otras poblaciones celulares del folículo y tejidos 

circundantes, lo que concuerda con resultados anteriores que indican que nuestra población está formada 

mayoritariamente por células madre mesenquimales del folículo piloso. 

Por último, hemos demostrado el potencial condrogénico mediante la tinción de proteoglicanos 

sulfatados cartilaginosos con Alcian Blue. La obtención de una masa cartilaginosa tras el periodo de 

diferenciación pudo ser favorecida por la suplementación del medio basal con suero bovino fetal (FBS), 

ya que este suero aumenta el potencial de formación de micromasa (Matthyssen et al., 2017).  

7 Las hHF-MSCs muestran una caracterización funcional propia de 

células madre. 

La población hHF-MSC puede contener otras poblaciones celulares distintas a MSCs que proliferan junto 

a estas como ha sido discutido anteriormente. Dada esta heterogeneidad en la población en cultivo, y en 

función del uso terapéutico al que vayan destinadas las MSCs, la ISCT MSC recomienda caracterizar 

funcionalmente estas poblaciones mediante la demostración de la secreción de factores tróficos, la 

modulación de las células inmunitarias y la promoción de la angiogénesis para demostrar la funcionalidad 

de estas células. Asimismo, pueden caracterizarse los exosomas secretados por las MSCs y/o microARNs 

(Viswanathan et al., 2019). Asimismo, para resolver las preguntas sobre si las MSCs expandidas in vitro 

muestran funcionalmente distintas a las MSCs in vivo, y si ambas tienen funciones paracrinas e 

inmunomoduladoras superpuestas, la ISCT MSC sugiere la realización de ensayos de secuenciación de 

células individuales (single-cell), agrupaciones estadísticas y análisis de datos (Viswanathan et al., 2019).  

Los ensayos para la caracterización funcional de las hHF-MSCs llevados a cabo en este trabajo, han 

mostrado la expresión de 20 genes con expresión positiva diferencial, que se clasifican como: a) 

marcadores específicos de células madre, entre los que se encuentran reguladores del ciclo celular 

(CCND2, FGF2 y MYC), moduladores del cromosoma y la cromatina (HDAC2, KAT2A, KAT7 y KAT8), 

reguladores de la división celular (NOTCH1), marcadores del potencial de autorrenovación (HSPA9, KAT7 

y KAT8), citoquinas y factores de crecimiento (BMP2, FGF2 y JAG1), reguladores de la comunicación célula-

célula (DLL1 y JAG1) y moléculas de adhesión (CD44 y NCAM1), b) marcadores del potencial de 

diferenciación de células madre pluripotentes (KRT15 y MSX1), c) vías de señalización importantes para 

el mantenimiento de las células madre (vía Notch: DLL1, DTX2, DVL1, EP300, KAT2A, HDAC2, JAG1, y 

NOTCH1, y vía Wnt: MYC y PPARD). Los 5 genes más subexpresados se identificaron como: reguladores 

del ciclo celular (CCNA2, CDK1 y FGF1), marcadores metabólicos (ALDH2), expresión condrogénica en 

MSCs (COL1A1), y de citoquinas y factores de crecimiento (FGF1). 

Tras la caracterización funcional de las hHF-MSCs, mediante el sistema de clasificación bioinformática 

PANTHER, se observó que las hHF-MSCs aquí obtenidas sobreexpresan genes implicados en 19 rutas, de 
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las cuales 2 son vías de señalización implicadas en el mantenimiento de las MSCs (Notch y Wnt) y 3 de las 

rutas intervienen en las enfermedades de Alzheimer, Parkinson y Huntington.  

Asimismo, 5 de los genes sobreexpresados por las hHF-MSCs están implicados en la angiogénesis. El gen 

FGF2 participa como factor neurotrófico en la ruta angiogénica. Otros genes angiogénicos/neurotróficos 

expresados por las hHF-MSCs fueron: DLL1, JAG1, NOTCH1 y DVL1. 

El conjunto de los resultados de expresión muestra que las hHF-MSCs de nuestro estudio muestran una 

funcionalidad de células madre in vitro. La caracterización funcional de las hHF-MSCs puede ayudar en un 

futuro a su aplicación en terapia celular contra enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer o 

el Parkinson, por lo que es importante evaluar la expresión de genes involucrados en estas enfermedades. 

En nuestra población hHF-MSC se observó la expresión de KAT7, que es caracterización funcional de las 

hHF-MSCs se observó que KAT7 es uno de los genes implicados en la enfermedad de Alzheimer junto con 

CD44, NOTCH1 y DVL1, mientras que HPSA9 está implicado en la enfermedad de Parkinson. El 

conocimiento de las proteínas que producen las hHF-MSCs, y las rutas en las que estas proteínas 

intervienen, aporta información sobre qué proteínas se deberían inhibir para interrumpir las rutas clave 

en una enfermedad, con propósitos de aplicación futura de las hHF-MSCs en terapia celular. 

8 La cinética de crecimiento de las hHF-MSCs muestra una 

capacidad proliferativa similar a la de las células del 

compartimento mesenquimal de folículo piloso observada en 

estudios previos. 

 El recuento de hHF-MSCs viables tras cada pase mostró que, cada vez que la población celular 

se subcultivaba volvía a crecer hasta alcanzar la densidad celular que existía antes del subcultivo. Esta 

propiedad es característica de las células en cultivo y, cada vez que una población celular se subcultiva, el 

ciclo de crecimiento se repite (Freshney et al., 2006).   

Como era de esperar, el valor de la duplicación de la población en pase 1 se mostró significativamente 

superior al resto de pases, como consecuencia de la menor densidad celular de siembra (~2.000 

células/cm2), debida al menor número de células obtenidas tras el cultivo primario. En los sucesivos pases 

la densidad de siembra fue de ~8.000 células/cm2, ya que no mostró diferencias significativas con la 

densidad de siembra de referencia empleada por Petrenko et al. (2020) (5.000 células/cm2).  

El factor de duplicación de la población hHF-MSC entre los pases 2 a 5 estuvo comprendida entre 2,29 y 

3,50, resultado similar al de MSCs procedentes de la papila dérmica y vaina dérmica del folículo piloso 

analizadas por Bajpai et al. (2012) (2,50 – 3,50), quienes además demostraron que, a largo plazo (pases 

superiores a 12), los valores de duplicación de la población disminuían significativamente, lo cual se 

correspondía con un aumento en el tiempo de duplicación. El aumento en el tiempo de duplicación en las 
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hHF-MSCs fue más significativo en los pases posteriores al pase 3. Estos resultados fueron los esperados 

ya que el envejecimiento celular afecta a células madre (Rando, 2006). 

En el pase 3, el valor acumulado de duplicaciones de la población (cPD) de hHF-MSCs (10,43 [I.C. del 95% 

de 8,30 a 13,20]) mostró un valor similar al obtenido por Bajpai et al. (2012) (8-10 duplicaciones) en MSCs 

procedentes de la papila dérmica y la vaina dérmica de folículo piloso humano. Asimismo, el valor cPD 

obtenido para las hHF-MSCs en nuestro estudio mostró un valor comprendido entre los obtenidos por 

Petrenko et al. (2020) para MSCs de tejido adiposo y de Warton-Jelly (9,60 ± 0,40 y 12,30 ± 0,70, 

respectivamente), cuyos valores cPD fueron significativamente superiores a los observados en MSCs de 

médula ósea (6,00 ± 0,50) (Petrenko et al., 2020). Como consecuencia, el tiempo de duplicación de la 

población (PDT) fue más bajo en nuestras hHF-MSCs (36,61 horas, con un I.C. del 95% de 33,25 a 45,61) 

que en las MSCs de médula ósea (99,00 ± 22,00 h), similar al tiempo de duplicación presentado por la 

población MSCs de tejido adiposo (40,00 ± 7,00 h), y superior a MSCs de Warton-Jelly (21,00 ± 2,00 h) . 

Comparando los resultados del PDT en MSCs de la misma fuente de procedencia, Coelho de Oliveira et al. 

(2017) mostraron un tiempo de duplicación similar (34,50 ± 0,02 h), aunque sus MSCs fueron aisladas de 

la región temporal de donantes sometidos a cirugía estética facial y expandidas en medio de cultivo 

suplementado con suero FBS. 

Para poder comparar la duplicación de la población de hHF-MSCs con estudios previos a medio plazo, se 

tomó el valor acumulado de las duplicaciones de la población en el pase 4 y se obtuvo un valor de 12,72 

duplicaciones (I.C. del 95% de 10,50 a 17,20), inferior al obtenido por Kim et al. (2019) para MSCs de 

médula ósea (16,00) en el mismo pase. Estos datos confirman las diferencias que habíamos detectado en 

la duplicación entre las hHF-MSCs y las MSCs de médula ósea analizadas por Petrenko et al. (2020).  

Las cinéticas de crecimiento de las hHF-MSCs varían cuando se emplea suero FBS como suplemento al 

medio de cultivo. Por esta razón, y teniendo en cuenta que estudios previos analizaron el PDT en cultivos 

suplementados con FBS, es de interés comparar los resultados obtenidos en nuestras hHF-MSCs con MSCs 

también de folículo piloso de estudios previos y con otras poblaciones celulares que pueden aislarse 

juntos a éstas a partir del explante de folículo piloso. El valor PDT para las células de la papila dérmica del 

folículo piloso y de la región peribulbar cultivadas con FBS fue de alrededor de 60 horas (Wu et al., 2005; 

Sarugaser et al., 2005), aunque Bassukas et al. (1991) observaron un tiempo de duplicación de 93,00 

horas, mientras que en las células de la vaina dérmica fue de entre 80,00 y 88,20 horas (Jahoda et al., 

2003); valores similares a los obtenidos por MSCs expandidas con suero FBS de nuestro estudio (78,21 

horas, con un I.C. del 95% de 72,66 a 88,40).  

En cuanto a estudios previos en otras poblaciones celulares que pueden aislarse del explante de folículo 

piloso, se ha observado, que las poblaciones expandidas con suero FBS, muestran un valor PDT de 72 a 

120 horas en células melanocíticas y de la vaina externa del folículo piloso (Na et al., 2006). En cuanto al 

PDT observado en células madre derivadas de la piel con origen en la cresta neural (SDSCs) los valores 
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oscilan entre 29,71 y 30,13 horas durante los primeros tres pases tras el cultivo primario (Vasyliev et al., 

2017), mientras que Gunawardena et al. (2019) observaron un PDT de entre 44 y 110 horas en pases 2 a 

5. Respecto a MSCs de tejido adiposo, se han obtenido valores de entre 83,40 y 112,80 h (Mitchell et al., 

2006) y de 72,00 h (Sowa et al., 2013), aunque otros estudios han mostrado PDTs más bajos: entre 24,00 

y 57,50 horas en donantes de 20 a 50 años, respectivamente (Maredziak et al., 2016) y de 38 – 46 horas 

(Blasi et al., 2011). Los PDTs de las hHF-MSCs en pases de 6 a 12 (78,21 horas, con un I.C. del 95% de 72,66 

a 88,40) obtenidos en este trabajo sugieren que las SDSCs probablemente no están presentes, o se 

encuentran en una proporción insignificante en nuestra población hHF-MSC ya que, de hallarse en los 

cultivos, sus tiempos de duplicación más bajos habrían facilitado su proliferación antes que las MSCs del 

folículo piloso.  

Las comparaciones entre las cinéticas de crecimiento de las hHF-MSCs de nuestro estudio con MSCs de 

folículo piloso y de tejidos humanos de otras procedencias muestran que las hHF-MSCs presentan una 

capacidad de proliferación similar las MSCs del compartimento mesenquimal del folículo piloso y una 

capacidad de proliferación intermedia frente a otras MSCs. Una comparación más precisa requeriría que 

la comparación entre MSCs de distintos tejidos de procedencia a partir de los mismos donantes. 

9 Las fases del crecimiento en cultivo de las hHF-MSCs revelan el 

tiempo máximo que deberían mantenerse en cultivo para evitar 

fenómenos de senescencia.  

 Con el objetivo de aplicar MSCs en terapia celular se ensayaron diversos protocolos para evitar 

los efectos negativos que tienen algunos factores como la alta confluencia celular en la proliferación de 

hHF-MSCs.  

Tras el análisis de las fases de crecimiento de las hHF-MSCs, se observó un periodo de latencia de 1,33 

días de duración (I.C. del 95% de 1,09 a 1,60). Los periodos de latencia facultan a las MSCs para su 

reentrada en el ciclo celular, ya que este periodo les permite recuperarse de la tripsinización, reconstruir 

su citoesqueleto, y establecer uniones de adhesión a la superficie de cultivo y expandirse sobre la misma 

(Freshney et al., 2006).  

Con una densidad de siembra de 5.000 células/cm2 se recomienda realizar el subcultivo del cuarto al 

quinto día, para no sobrepasar el 80% de confluencia, ya que el porcentaje de células en crecimiento será 

mayor y el tiempo de recuperación de la fase de latencia será más corto y, se evitará, asimismo, el 

aumento de la senescencia celular y la preservación del fenotipo. Esto es importante, ya que, las células 

pueden subcultivarse en fase estacionaria, donde existe una confluencia total y no se observa duplicación 

de la población, pero es preferible subcultivarlas antes de alcanzar dicha fase, ya que el porcentaje de 

células en crecimiento será mayor y el tiempo de recuperación durante la fase de latencia, será más corto 

(Freshney et al., 2006) y se evitará, asimismo, el aumento de la senescencia celular (Ho et al., 2011). 

Además, mantener la densidad celular baja mediante subcultivos frecuentes contribuye a la preservación 
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del fenotipo normal (Vargas et al., 2016). Por todo ello, es importante registrar el número de duplicaciones 

transcurridas tras cada pase para poder predecir el tiempo hasta la senescencia, y tenerlo en cuenta tanto 

para expansión celular como para la criopreservación.  

Cuando el propósito es terapéutico, reemplazamiento celular en tejido dañado, sería recomendable no 

sobrepasar un 70-80% de confluencia durante los subcultivos, para evitar los efectos de la inhibición 

celular por contacto en la proliferación, ya que dicho contacto provoca una senescencia acelerada de 

MSCs (Ho et al., 2011). No obstante, la viabilidad y capacidad de proliferación observada a confluencias 

superiores al 80% mostraron que las poblaciones de hHF-MSCs se pueden llevar a confluencias altas, 

manteniendo su capacidad proliferativa al menos en el momento de alcanzar dicha confluencia. La 

similitud entre el porcentaje de células viables entre los diferentes grados de confluencia analizados (50-

60 y superior al 80%) ha sido observada en MSCs de médula ósea de rata, donde no se encontraron 

diferencias significativas entre el 50, 70 y 80% de confluencia (Abo-Aziza et al., 2017). además, se ha 

demostrado que una tasa de proliferación más alta está relacionada con un potencial de diferenciación 

osteogénico, condrogénico y adipogénico más fuerte (Dexheimer et al., 2011), por lo que con propósitos 

terapéuticos que no empleen el reemplazamiento celular podrían emplearse altas densidades de siembra 

para favorecer, por ejemplo, la diferenciación osteogénica.   

10 Las hHF-MSCs muestran un ciclo celular lento característico de 

las poblaciones mesenquimales del folículo piloso.  

 Los cultivos de hHF-MSCs de nuestro estudio han mostrado una alta viabilidad y un ciclo celular 

lento característico de MSCs similar al observado por Zhang et al. (2013) en células de la papila dérmica y 

vaina dérmica del folículo piloso y por Rahmani et al. (2014) en células madre dérmicas de la zona 

peribulbar del folículo, presentando una capacidad de proliferación similar a la mostrada por MSCs de la 

misma fuente (Bajpai et al., 2012) y de MSCs procedentes de otros nichos (Petrenko et al., 2020).  

El porcentaje de hHF-MSCs obtenido en la fase G0/G1 (75,98%; con un intervalo de confianza del 95% de 

74,27 a 77,61) fue similar al obtenido por Ho et al. (2011) en MSCs de la médula ósea (74,19%). 

Comparando el porcentaje de hHF-MSCs en las fases proliferativas S + G2/M (24,03% [I.C. 95% de 22,39 a 

25,73]) con los obtenidos por Zhang et al. (2013) en MSCs de la misma fuente (20,43%), se observa que 

ambas poblaciones muestran un ciclo celular lento característico de las células madre mesenquimales 

(Zhang et al., 2013; Ho et al., 2011), en contraste con el porcentaje de células en fases proliferativas que 

muestran las líneas celulares tumorales, como la línea celular humana de cáncer de mama MCF-7, cuyo 

porcentaje de población en fases S + G2/M del ciclo celular es del 59,6% (Nafie et al., 2020). Aunque, cabe 

señalar, que en los cultivos de células stem cancerosas (CSCs) también se observan células en estado 

quiescente (Triana-Martínez et al., 2020), al igual que observamos en las hHF-MSCs.  

Asimismo, la comparación de los datos de citometría de flujo obtenidos para las hHF-MSCs de nuestro 

estudio en los pases 5-6 con los mostrados por Zhang et al. (2013) en pases 9 a 11 (79,57% en fase G0/G1, 
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14,40% en fase S y 6,03% en fase G2/M) sugieren que el ciclo celular lento característico de las células 

madre mesenquimales se mantiene en las hHF-MSCs de nuestro estudio durante los mismos pases en los 

que las MSCs de folículo piloso de estudios previos todavía no comienzan a mostrar signos de senescencia 

celular (Bajpai et al., 2012).  

Por otra parte, las hHF-MSCs en pase 5-6 muestran una fracción de S+G2/M superior a la hallada por 

Zhang et al. (2013) en pases más altos (pases 9 a 11) de MSCs de la misma fuente de procedencia. Este 

dato confirma que, en pases tempranos, el índice de proliferación es más alto y, por tanto, el tiempo de 

duplicación de la población hHF-MSC es significativamente menor, tal y como quedó demostrado en el 

análisis de las cinéticas de crecimiento. Esta correlación entre los números de células en los distintos 

compartimentos del ciclo celular y la cinética de crecimiento también puede observarse en MSCs de otras 

fuentes de procedencia distinta a la del folículo piloso (Ho et al., 2011; Petrenko et al., 2020).  

Freshney (2006) describieron que las MSCs pueden sufrir un promedio de 39 cPDs antes de alcanzar la 

senescencia. En el caso de las MSCs derivadas de folículo piloso, estas células pueden ser mantenidas en 

cultivo durante alrededor de 45 duplicaciones antes de que comiencen a mostrar signos de senescencia 

celular (Bajpai et al., 2012). Esto permite estimar, tras la alta correlación obtenida entre los pases y la 

duplicación de la población acumulada (Figura 29-A), que los valores cPD descritos previamente se 

alcanzarían en nuestras hHFSCs en cultivo entre los pases 13 y 15 para alcanzar 39 y 45 duplicaciones de 

la población, respectivamente.  

Asimismo, Bajpai et al. (2012) obtuvieron un valor cPD de 36 durante los pases 11-12 para MSCs de la 

misma fuente. El valor cPD de 36 duplicaciones para las hHF-MSCs en estudio se estimó que se alcanzaría 

en el pase 12 (pase 10 para el 75% de los cultivos), en concordancia con los datos aportados por Bajpai et 

al. (2012).  

En cuanto al rendimiento teórico antes de que la población mostrase signos de envejecimiento, se estimó 

en un mínimo de 1017 células viables para un PD acumulado de 39. Estudios previos estimaron valores de 

1015 células para un cPD de 36 en hHF-MSCs (Bajpai et al., 2012), por lo que la estimación del rendimiento 

teórico de nuestras hHF-MSCs resulta ventajoso. Los datos de duplicación de la población de hHF-MSCs 

mostraron, a su vez, una mejor cinética de crecimiento que la presentada por hBM-MSCs, cuyo valor cPD 

alcanzaba las 36 duplicaciones en el pase 9 (Petrenko et al., 2020).  

Asimismo, y teniendo en cuenta que la densidad de folículos pilosos en el cuero cabelludo es de alrededor 

de 200 folículos por cm2 y la mayor parte se encuentran en fase anágena durante tiempo prolongado 

(Bajpai et al., 2012), el potencial de las hHF-MSCs como fuente de células stem para medicina regenerativa 

es muy prometedor. 
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11 La capacidad proliferativa de las hHF-MSCs muestra su 

adecuación para futuros usos en terapia celular. 

 Antes de emplear MSCs in vivo, es necesario conseguir un número mínimo de células 

clínicamente suficiente, en nuestro caso de hHF-MSCs. Este valor se estableció en 140 millones de células 

madre mesenquimales (Petrenko et al., 2020). Tras el análisis de las cinéticas de crecimiento de las hHF-

MSC de nuestro trabajo, se estimó que entre el pase 2 y 3 se alcanzaba el rendimiento celular esperado 

para su aplicación clínica, similar al observado para MSCs de otras fuentes de procedencia, como MSCs 

de tejido adiposo (AT-MSCs) y Warton-Jelly (hWJ-MSCs) (Petrenko et al., 2020).  

Habitualmente, el número de días para alcanzar una confluencia del 90% durante el cultivo primario varía 

según la procedencia de las hMSCs (Petrenko et al., 2020); el valor promedio para hAT-MSCs y hBM-MSCs, 

es de entre 7 y 8 días respectivamente, y 13 días para hWJ-MSCs (Petrenko et al., 2020). La duración en 

días observada en el cultivo primario de hHF-MSCs resultó más elevada que la obsrvada por Petrenko et 

al. (2020) para hMSCs de otros tejidos, y más elevada que la obtenida por Soma et al (2013) para MSCs 

derivadas de folículo piloso (14 días), probablemente como consecuencia del método empleado en este 

trabajo para el aislamiento de hHF-MSCs a partir de folículo piloso, en el que no se realiza digestión 

enzimática, ni procesos de sedimentación. Las papilas dérmicas del folículo piloso aisladas con dispasa, 

colagenasa IV y colagenasa D mostraron una mejora significativa del aislamiento celular a partir del 

explante y un aumento en el número de células viables en comparación con los explantes no tratados (Wu 

et al., 2005). Aunque el número de células de la papila dérmica no cambia durante el ciclo de crecimiento 

del pelo, la matriz extracelular, que es abundante en fase anágena, se reduce en la fase telógena, 

especialmente en el contenido de glucosaminoglicanos, con los que parece que está relacionado el 

comportamiento agregativo de las células de la papila dérmica del folículo piloso. Por ello, una digestión 

enzimática de la papila dérmica favorece el aislamiento a partir del explante en fase anágena (Wu et al., 

2005). No obstante, con nuestra metodología, los días necesarios para alcanzar un número de células 

clínicamente relevante tras el cultivo primario entra dentro del rango presentado por las células de la 

papila dérmica y vaina dérmica del folículo piloso observados Botchkareva et al. (2020). En cuanto a otros 

estudios previos para otras poblaciones celulares procedentes del folículo piloso, pero diferentes de las 

MSCs, y que pueden aislarse junto con éstas durante el cultivo primario, Vasyliev et al. (2017) demostraron 

que la duración del cultivo primario para células madre derivadas de la piel con origen en la cresta neural  

del bulge del folículo piloso fue de 16,20 ± 2,50 días, valor inferior al presentado por las MSCs derivadas 

de folículo piloso de este estudio.  

Para alcanzar un número mínimo de hHF-MSCs clínicamente relevante (140 x 106), se requieren 12,00 

(9,00 – 13,00) días de expansión celular tras el cultivo primario, superior al requerido por hWJ-MSCs (7,60 

días), similar al requerido por hAT-MSCs (13,00 días) e inferior al necesario en el caso de células hBM-

MSCs (34,60 días). En cuanto al total de días necesarios, desde el inicio del proceso de aislamiento celular 
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hasta alcanzar 140 x 106 células, el tiempo requerido para hHF-MSCs fue inferior (32,50 [27,50 - 36,00] 

días) al tiempo requerido para hBM-MSCs (43,10 días).  

De estos datos de cinéticas de crecimiento para las MSCs se desprende que las hHF-MSCs requieren un 

tiempo 1,60 veces mayor respecto a hAT-MSCs y hWJ-MSCs para conseguir el número mínimo de células 

clínicamente relevante, si bien el tiempo requerido fue inferior al de las hBM-MSCs, cuyo tiempo 

requerido es el doble que el de hAT-MSCs y hWJ-MSCs.  

Las hHF-MSCs mostraron un alto potencial de proliferación durante los primeros pases tras el aislamiento, 

con una viabilidad de 80 - 90%. El número mínimo de células clínicamente relevante se alcanzó en el pase 

2, al igual que refieren Petrenko et al. (2020) para las hAT-MSCs y hWJ-MSCs. No obstante, el límite 

inferior del intervalo de confianza no alcanzó el valor mínimo de 140 x 106 células. Este valor se alcanza 

con el límite inferior del I.C. (95%) del pase 3. Al coincidir este valor con el primer cuartil en dicho pase, se 

estableció que el 25% de los cultivos requirió llegar hasta el pase 3 para conseguir el número mínimo 

clínicamente relevante.   

El estudio de la capacidad proliferativa in vitro se mostró similar a la de hHF-MSCs de estudios previos, y 

adecuada para el uso de esta población en futuros ensayos de terapia celular, mostrada por su alta 

viabilidad en cultivo, su cinética de crecimiento y la caracterización de su ciclo celular. No obstante, 

aunque las hHF-MSCs pueden ser subcultivadas repetidamente hasta los pases 12-14 sin mostrar signos 

de senescencia, se ha demostrado que el número de células en fase G0/G1 aumenta gradualmente 

conforme se incrementa el valor acumulado de la duplicación de la población (cPD) (Ho et al., 2011). Los 

resultados obtenidos en este trabajo indican que, para evitar un aumento en la proporción de células 

quiescentes, es recomendable. Los pases 3 y 4 podrían ser los más adecuados para su transplante in vivo, 

ya que se evita el efecto del envejecimiento por subcultivo y estos pases ofrecen suficiente número de 

células para su aplicación clínica y para su criopreservación. 

12 Efecto de la confluencia y la deprivación de nutrientes en la 

proliferación de las hHF-MSCs. 

Los ensayos sobre el efecto de la inhibición por contacto celular y los estados de deprivación de nutrientes 

y factores de crecimiento en la población hHF-MSC mostraron un aumento significativo en el porcentaje 

de células en fase G0/G1, como era de esperar y al igual que observaron Ho et al. (2011) en MSCs de 

médula ósea. El porcentaje de células en fase G0/G1 en la población hHF-MSC sincronizada fue del 91,00% 

(intervalo de confianza del 95% de 89,63 a 92,29), valor muy similar al obtenido en cultivos MSCs de tejido 

adiposo sometidos a deprivación (Lee et al., 2019), y al mostrado por MSCs endometriales tras su 

sincronización mediante contacto celular y tras 24 horas en estado deprivación de factores de crecimiento 

(Lyublinskaya et al., 2015). 
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La sincronización de la población hHF-MSC de nuestros cultivos en fase G0/G1 del ciclo celular cuando se 

aseguraba el contacto celular y el agotamiento de nutrientes y factores de crecimiento mostró una 

afectación significativa de su capacidad de duplicación, tal y como se observó tras el análisis de las 

cinéticas de crecimiento, por lo que debe evitarse alcanzar estados de agregación multicapa en los cultivos 

celulares, ya que no permiten mantener la capacidad proliferativa de las hHF-MSCs con propósitos de 

aplicación clínica en terapia celular. Sin embargo, esto no afecta a su capacidad de diferenciación 

osteogénica, que, por el contrario, ésta se ve potenciada.  

Por otra parte, la sincronización en fase G0/G1 provocó una disminución significativa en la viabilidad 

celular y aumentó la apoptosis. Se ha descrito que la senescencia inducida por contacto celular conlleva 

un incremento de especies oxígeno reactivas (ROS) en MSCs de médula ósea (Ho et al., 2011; Lyublinskaya 

et al., 2015; Petrenko et al., 2020) y una disminución de enzimas antioxidantes (Ho et al., 2011). En 

contraste, Petrenko et al., 2020 mostraron que tras mantener MSCs de otras fuentes, como MSCs de 

tejido adiposo y Warton-Jelly, en estado de agotamiento de factores de crecimiento no se observa una 

reducción significativa en la actividad metabólica, preservándose la viabilidad celular en estas condiciones 

de estrés.  

Los datos del tiempo de duplicación de la población obtenidos en células sincronizadas en fase G0/G1 

resultaron similares a los mostrados por Ho et al. (2011) en MSCs de médula ósea (BM-MSCs) y de cordón 

umbilical (UC-MSCs) (98,25 horas y 81,08 horas, respectivamente), quienes establecieron que las 

variaciones en las cinéticas de crecimiento inducidas por contacto celular en MSCs no estaban asociadas 

con la longitud de los telómeros, ni se inducía un incremento en el daño del ADN. En cuanto a los 

resultados para cultivos hHF-MSCs que no habían sido sincronizadas en fase G0/G1, el PDT (39,89 horas) 

resultó, como era de esperar en un valor inferior al presentado por Ho et al. (2011) para BM-MSCs y UC-

MSCs (52,14 y 44,17 horas, respectivamente). 

La expresión del gen p53 (cell cycle checkpoint regulator) y el acortamiento de telómeros no se ven 

afectados por el contacto celular (Ho et al., 2011) y, dado que los estados de apoptosis temprana 

inducidos por p53 son reversibles (Geske et al., 2001), hemos analizado la expresión de caspasas 3/7 

activas en hHF-MSCs, para valorar el efecto del contacto celular en un estado no proliferativo e 

irreversible, como es la apoptosis. Aunque el aumento, tanto de células apoptóticas como necróticas, no 

fue muy elevado tras el contacto celular, sí que fue significativo, por lo que es recomendable no 

sobrepasar la confluencia del 70-80% durante la expansión celular.  

La reducción en la proliferación observada por las cinéticas de crecimiento de cultivos sincronizados es 

debida, en parte, a la inhibición por contacto favorecida por el mantenimiento de los cultivos en fase 

estacionaria y, en parte, al agotamiento de nutrientes y factores de crecimiento en el medio de cultivo 

(Freshney et al., 2006), consecuencia de la alta densidad celular (Freshney et al., 2006).  
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Cuando se induce un estado de inhibición por contacto, la disminución de la viabilidad también ha sido 

observada en BM-MSCs de rata por Abo-Aziza et al. (2017) quienes emplearon el mismo método de 

contaje de viabilidad celular por exclusión con azul tripán que en este trabajo. 

Los datos de apoptosis y necrosis en MSCs procedentes de médula ósea mostraron resultados similares a 

los obtenidos para hHF-MSCs de nuestro trabajo, siendo los valores de apoptosis y necrosis de 2,46% y 

0,49%, respectivamente (Peltz et al., 2012). 

Asimismo, Zhu et al. (2006) demostraron que el estado de agotamiento de factores de crecimiento 

durante 48 horas induce la apoptosis. Dado que las hHF-MSCs sincronizadas en fase G0/G1 se 

mantuvieron durante al menos 48 horas en estado de deprivación y en fase estacionaria, nuestros 

resultados de aumento significativo del porcentaje de células apoptóticas están de acuerdo con lo 

establecido por Zhu et al. (2006). Aunque la inducción a la apoptosis parece estar controlada por otros 

factores, ya que Ho et al. (2011) no observaron aumento en la apoptosis debido al contacto celular.  

Tras los resultados obtenidos en las cinéticas de crecimiento y en los análisis de estados proliferativos y 

no proliferativos y, con el propósito de emplear las hHF-MSCs en terapia celular, llegamos a la conclusión 

de que debe evitarse una alta confluencia que favorezca la agregación multicapa y los estados de 

deprivación durante la expansión de hHF-MSCs in vitro. Sin embargo, para propósitos concretos de 

inducción a la diferenciación osteogénica y/o transfección, pueden emplearse densidades del 80-100% de 

confluencia. 

13 Reversión de cultivos celulares en estado no proliferativo 

mediante resveratrol. 

Los estados no proliferativos de algunos cultivos pueden ser activados a su reentrada en el ciclo 

celular mediante el empleo de moléculas como el resveratrol. La quiescencia, al contrario que la 

senescencia, se caracteriza por un estado de detención reversible del ciclo celular. A pesar de que la 

inhibición por contacto acelera la senescencia replicativa en MSCs humanas (Ho et al., 2011), se ha 

descrito que determinadas moléculas como el resveratrol (Peltz et al., 2012) o Dlk1 (DLK1 delta like non-

canonical Notch ligand 1) (Walker et al., 2019) inducen la reentrada en el ciclo celular.  

El tratamiento con resveratrol 10 µM ha mostrado efecto para inducir la reentrada en el ciclo celular de 

las hHF-MSCs quiescentes de nuestros cultivos. Este efecto ha sido observado en estudios previos de MSCs 

de otras fuentes de procedencia. Peltz et al. (2012) mostraron que hBM-MSCs, en iguales condiciones de 

estudio, eran también inducidas a entrar en ciclo celular, lo que sugiere que moléculas como el resveratrol 

pueden impedir los efectos de la sincronización de hHF-MSCs por inhibición por contacto y estado de 

deprivación de nutrientes y factores de crecimiento.  
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El resveratrol 10 µM no mostró efectos apreciables sobre la apoptosis y necrosis en hHF-MSCs 

sincronizadas en fase G0/G1 que reentraron en ciclo celular, por lo que, en principio esta molécula no 

parece afectar a la viabilidad celular de las hHF-MSCs. Esta apreciación ya fue realizada en MSCs de médula 

ósea (Peltz et al., 2012), cuyos cultivos tratados con diferentes dosis, incluida la dosis 10 µM de 

resveratrol, no mostraron aumento de apoptosis.  

Asimismo, como la quiescencia es un proceso reversible, las hHF-MSCs sincronizadas en fase G0/G1 

pueden reentrar en el ciclo celular con un cambio en las condiciones de cultivo (Lyublinskaya et al., 2015; 

Triana-Martínez et al., 2020). Se ha descrito que el resveratrol aumenta la capacidad de proliferación de 

MSCs de médula ósea (Peltz et al., 2012) debido al aumento de la expresión del gen Cdk2 (Peltz et al., 

2012). En contraste, el aumento en la proliferación es limitado por el efecto inhibitorio de la 

autorrenovación, debido a la inhibición de la expresión de genes Sirtuin 1, Sirtuin 2, Birc5 & Birc4 

implicados en la supervivencia a dosis 10 µM (Peltz et al, 2012), por lo que las células quedan detenidas 

en fase S del ciclo celular. Esto a su vez hace aumentar el tiempo de duplicación. 

De los resultados obtenidos parece desprenderse que el resveratrol es una molécula capaz de promover 

la reentrada en el ciclo celular y, por tanto, su aplicación sería de interés para la obtención de hHF-MSCs 

autólogas de pacientes de edad avanzada. Sería necesario realizar un estudio para determinar la dosis 

adecuada en la que se favorece la proliferación celular disminuyendo su toxicidad para su aplicación in 

vivo. El empleo de resveratrol en cultivos de hHF-MSCs también reduciría el tiempo necesario para 

conseguir el número mínimo clínicamente relevante de hHF-MSCs y los tiempos de experimentación con 

este tipo celular. Sin embargo, serían necesarios nuevos estudios con hHF-MSCs a diferentes dosis de 

resveratrol, tanto para analizar el efecto sobre el ciclo celular, como para valorar el efecto sobre la muerte 

celular y determinar qué dosis aumentan la proliferación debido al aumento de la expresión del gen Cdk2. 

14 Diferenciación de hHF-MSCs a linaje osteogénico y producción de 

medios condicionados inductores de osteogénesis. 

Las hHF-MSCs inducidas a diferenciación con medios de inducción comerciales, mostraron una morfología 

similar a osteoblasto en los últimos días de diferenciación osteogénica (Pae et al., 2014; Shen et al., 2019). 

Tras la tinción con Alizarin Red S se demostró la presencia de nódulos de calcio, lo que indica que tuvo 

lugar una mineralización de la matriz llevada a cabo por los osteoblastos. Sin embargo, el potencial 

osteogénico observado fue muy bajo.   

Para aumentar el potencial osteogénico de las hHF-MSCs, se mantuvo el medio condicionado producido 

durante los 21 días de diferenciación y durante este periodo se adicionó medio inductor comercial cada 7 

días en una proporción del 50%. Los medios condicionados producidos por los osteoblastos derivados de 

hHF-MSCs con esta proporción de medio condicionado combinado (CM) con medio inductor comercial 

(OM) CM:OM (1:1) mostraron un aumento significativo de la producción de depósitos de calcio frente al 

empleo de medios inductores sin medio condicionado secretado por los osteoblastos derivados de la 
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diferenciación de las hHF-MSCs. La concentración de calcio obtenida con el medio combinado fue de 

435,45 mM ± 72,02. Sin embargo, este valor fue tres veces inferior al obtenido por Houlihan et al. (2012) 

para MSCs de médula ósea (alrededor de 1.400 mM). La obtención de osteoblastos fue confirmada 

mediante la expresión positiva diferencial del gen RUNX2, lo que sugirió la presencia de osteoblastos 

inmaduros e intermedios. Asimismo, el aumento de expresión de otros marcadores de osteoprogenitores 

y osteoblastos, y el aumento de expresión de marcadores adipogénico y condrogénico, cuya expresión se 

incrementa bajo condiciones de inducción osteogénica parece confirmar la obtención de preosteoblastos 

y osteoblastos intermedios tras la diferenciación. La ausencia de aumento en la expresión de algunos 

marcadores osteogénicos también fue observada en estudios previos para MSCs de otras fuentes de 

procedencia (Murgia et al., 2016). 

En comparación con el potencial osteogénico de MSCs de otras fuentes de procedencia, la obtención de 

osteoblastos tras 21 días de diferenciación de la población hHF-MSC con medio condicionado CM:OM 

(1:1) mostró que el tiempo requerido para la obtención de osteoblastos a partir de hHF-MSCs es similar 

al tiempo requerido por MSCs procedentes de membrana coriónica y decidua (Shen et al., 2019); mientras 

que MSCs procedentes de membrana amniótica y cordón umbilical requieren menos tiempo para la 

obtención de osteoblastos.   

No obstante, para comprobar si el aumento de los días de diferenciación osteogénica mejora el proceso 

de diferenciación se realizó el mismo ensayo CM:OM (1:1) a 35 días. Tras 35 días de diferenciación 

osteogénica no se observó un incremento significativo en la producción de nódulos de calcio, con una 

lectura de la densidad óptica (0,48 OD405 (con un intervalo de confianza del 95% de 0,32 a 0,49) fue similar 

a la obtenida por Gregory et al. (2006) para MSCs de médula ósea. La cuantificación de contenido de calcio 

mostró por tanto un aumento en la concentración de 1.027,04 mM tras 35 días de diferenciación.  

Sin embargo, y con el fin de reducir los días de diferenciación sin perder potencial osteogénico en las hHF-

MSCs, impulsamos la diferenciación osteogénica mediante el empleo de medios condicionados 

secretados por los osteoblastos obtenidos de la diferenciación de las hHF-MSCs con el medio combinado 

CM:OM (1:1). Hemos empleado estos medios condicionados con una concentración inferior al 50%, ya 

que el empleo de concentraciones bajas ha mostrado que la disminución en la proporción de medios 

inductores de la osteogénesis aumenta el potencial osteogénico de las hHF-MSCs. Este aumento en el 

potencial osteogénico al disminuir la concentración del medio inductor también fue observado por Zhong 

et al. (2019). 

Los resultados mostraron que, tras 7 días de diferenciación con una dosis única de medio condicionado 

secretado por osteoblastos tras 21 días de diferenciación, al 40% era capaz de inducir las hHF-MSCs al 

linaje osteogénico, ya que tras los 7 días de diferenciación, y tras realizar un cambio de medio con un 

medio basal no inductor, y mantener las células durante otros 7 días, se obtuvieron depósitos de calcio. 

Este potencial osteogénico para la obtención de osteoblastos en tan solo 14 días pudo deberse a una pre-
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inducción osteogénica con medio OB-CM al 40% durante los primeros 7 días que, probablemente provocó 

la diferenciación de las hHF-MSCs a osteoprogenitores y, en una pequeña proporción, a osteoblastos. Al 

mantenerse este cultivo en deprivación durante los siguientes 7 días, la población hHF-MSC no pudo 

proliferar y, teniendo en cuenta que la diferenciación osteogénica había sido iniciada durante la primera 

semana, la continuación del proceso de diferenciación hacia osteoblastos fue probablemente debida a la 

autoinducción de los osteoprogenitores. Shen et al. (2019) observaron que las MSCs derivadas de la 

membrana amniótica humana y del cordón umbilical a los 7 días formaban células precursoras de 

osteoblastos. 

Tras el diseño de nuevos protocolos de inducción a la diferenciación osteogénica de nuestras hHF-MSCs, 

se valoró la posibilidad de mejorar aún más los resultados. Se ha descrito que la transfección de genes 

SOX5/SOX6/SOX9 y BMP-2 vía electroporación mejora los datos de diferenciación condrogénica y 

osteogénica, respectivamente. Por otra parte, el uso de la metodología de transfección por lipofección de 

MSCs con el gen FOXA2 dio resultados óptimos en regeneración de hígado (Lee et al., 2019). Tras los 

resultados obtenidos con las hHF-MSCs transfectadas mediante lipofección, aunque el porcentaje de 

transfección es inferior al que podría obtenerse mediante otras técnicas, las hHF-MSCs mostraron 

capacidad para ser transfectadas sobre patrones de adhesión de proteínas en célula individual (Azuaje-

Hualde et al., 2021), por lo que podrían emplearse para generar células pluripotenciales y aumentar el 

potencial de aplicación en terapias regenerativas.  
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El folículo piloso es una rica y fácilmente accesible fuente de MSCs.  El presente trabajo muestra el 

desarrollo de una metodología que simplifica el aislamiento y enriquecimiento de células 

madre/progenitores mesenquimales de folículos pilosos humanos (hHF-MSCs) de la región occipital del 

cuero cabelludo de donantes de entre 20 y 40 años, y que, a su vez, favorece su capacidad de duplicación 

y predice la probabilidad de éxito en la obtención de cultivos proliferativos, lo que facilita su adecuación 

para su futuro uso en terapia celular. 

1. Se ha desarrollado una metodología sencilla y eficiente para obtener cultivos de células 

adherentes del folículo piloso occipital humano, mediante cultivo primario de explantes 

preparados con disección manual y sembrados en un medio de cultivo basal suplementado con 

un lisado de plaquetas humanas (HPL) al 30%. 

2. La cinética de crecimiento de las poblaciones de células adherentes derivadas de explantes de 

folículo piloso a lo largo de los pases tras el cultivo primario ha demostrado que la edad de los 

donantes es un factor asociado a la capacidad de proliferación de las células en cultivo. Se ha 

estimado que los cultivos de donantes menores de 34 años tienen mayor capacidad de 

proliferación.   

3. El modelo estadístico predictivo basado en los resultados de confluencia celular y edad del 

donante ha demostrado que el aumento de la edad es una variable explicativa fuertemente 

asociada a la eficacia en la obtención de células adherentes durante el cultivo primario y primer 

pase, lo que parece estar relacionado con la disminución del potencial de autorrenovación de las 

células de la papila dérmica del folículo piloso que se observa con la edad. 

4. Por otro lado, el modelo estadístico predictivo basado en los resultados de la capacidad de 

duplicación, confluencia celular, densidad de siembra y edad del donante ha demostrado que la 

densidad de siembra, seguida de la edad del donante, están fuertemente asociadas con la 

capacidad de duplicación celular desde el primer pase tras el cultivo primario hasta el quinto pase 

de cultivo. 

5. El estudio del inmunofenotipo ha revelado que más del 99% de las células muestran 

CD73+/CD90+/CD105+/CD14-/CD34-/CD45-, lo que corresponden a marcadores de superficie 

característicos de células madre mesenquimales.  

6. La caracterización morfológica, llevada a cabo mediante el estudio de las células en medio de 

cultivo suplementado con HPL, ha mostrado que tienen la capacidad de crecer adheridas a la 

superficie de frascos de cultivo sin revestimiento, una morfología característica de células 

mesenquimales poligonales aplanadas propias de la papila dérmica, y formas más alargadas y 

dendríticas propias de las células mesenquimales de la vaina dérmica, y también se ha observado 

una pequeña proporción de células con morfología tricúspide lo que no descarta la presencia de 
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una muy baja proporción de fibroblastos en el cultivo. Además, la tinción positiva con alcian blue, 

la expresión de los genes ALP, CD56 y SOX2, así como la formación de agregados multicapa 

cuando alcanzan la confluencia, apoyan un fenotipo y genotipo característico de célula madre 

mesenquimal del folículo piloso.  

7. La caracterización funcional de las células en cultivo muestra resultados de expresión de los 

genes HSPA9, KAT7 y KAT8 indicativos de potencial de autorrenovación en estas células, y del 

gen NOTCH1 que regula la división asimétrica. Además, estas células expresan también los genes 

FGF2, DLL1, DVL1, JAG1 y NOTCH1, característicos de capacidad angiogénica/neurotrófica, y los 

genes de las vías de señalización NOTCH y WINT implicadas en el mantenimiento de las células 

madre. El conjunto de los genes expresados durante la caracterización funcional indica la 

naturaleza de células madre de las células obtenidas en este trabajo.  

8. Por último, las células en cultivo han mostrado un potencial de diferenciación multipotente a los 

tres linajes mesodérmicos: adipocítico, condrogénico y osteogénico. 

9. El conjunto de la caracterización morfológica, capacidad de adhesión, inmunofenotipo y 

potencial multipotente observado en las células cumple los criterios mínimos exigidos por la ISCT 

para demostrar la presencia de células madre mesenquimales adultas. Esto, unido a los 

resultados de expresión génica y caracterización funcional in silico muestra que la metodología 

utilizada en este trabajo permite obtener cultivos enriquecidos en células madre mesenquimales 

derivadas de folículo piloso (hHF-MSCs). 

10. La cinética de crecimiento, la alta viabilidad y el ciclo celular lento observados en la población 

hHF-MSC se muestran similares a los de MSCs de la misma fuente de procedencia, y a los de 

MSCs de otros tejidos empleadas habitualmente en ensayos de terapia celular, por lo que esta 

capacidad proliferativa exhibida por las hHF-MSCs muestra su potencial para ser empleadas en 

futuros ensayos en terapia celular. 

11. El efecto prolongado de los cultivos en confluencia total y el mantenimiento en estado de 

deprivación disminuyen la viabilidad de la población celular. No obstante, el tratamiento con 

resveratrol promueve la reentrada en el ciclo celular y, por tanto, su uso sería de interés para 

mejorar la expansión de hHF-MSCs cuando la capacidad de proliferación es reducida, como 

ocurre en los donantes de edad avanzada o afectados de alopecia. 

12. En este trabajo se ha hecho especial incidencia en la mejora de la capacidad inductora de 

diferenciación a otros linajes mesodérmicos tomando como modelo la diferenciación a linaje 

osteogénico. En este sentido, se ha puesto de manifiesto la capacidad de las hHF-MSCs para 

alcanzar un alto potencial osteogénico mediante el uso de medios suplementados con medio 
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condicionado generado durante la diferenciación osteogénica. Este resultado indica que las 

células hHF-MSCs presentan un alto interés para su aplicación en terapia celular. 
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