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• ABC: complejo avidina-biotina. 

• APC: aloficocianina. 

• BMNC: células mononucleares 

de médula ósea. 

• DAB: tetrahidrocloruro de 3-3’ 

diaminobencidina. 

• DAG: diaciglicerol. 

• DMEM: Dulbecco´s Minimal 

Essential Médium. 

• DMSO: dimetil sulfóxido. 

• EGF: factor de crecimiento 

epidérmico. 

• ELISA: ensayo de 

inmunoabsorbancia. 

• eNOS: óxido nítrico sintasa 

endotelial. 

• EPC: células progenitoras 

endoteliales. 

• ERK: quinasas reguladas por 

señales extracelulares. 

• FAK: quinasa de adhesión focal. 

• FGF: factor de crecimiento para 

fibroblastos. 

• FGFR: receptor del factor de 

crecimiento para fibroblastos. 

• FITC: tioisocianato de 

fluoresceína. 

• GTP: guanosín trifosfato. 

• HBSS: Hanks Balanced Salt 

Solution. 

• HGF: factor de crecimiento para 

hepatocitos. 

• HIF: factor de transcripción 

inducido por hipoxia. 

• HRE: elemento de respuesta a la 

hipoxia. 

• HS: heparina/heparán sulfato.  

• HSPG: heparán sulfato 

proteoglicanos. 

• IFN-γ: interferon γ. 

• Ig: inmunoglobulina. 

• IGF: factor de crecimiento de 

tipo insulina. 

• IL: interleuquina. 

• IP3: inositol 1,4,5 trifosfato. 

• JNK: quinasa N-terminal de jun. 

• KGF: factor de crecimiento para 

queratinocitos. 

• MAPK: proteína quinasa de 

activación mitogénica. 

• MCP-1: proteína-1 

quimioatrayente de monocitos.   

• MEK: quinasa MAP/ERK. 

• MFI: media de la intensidad de 

fluorescencia. 

• MMP: metaloproteasas de la 

matriz.  

• MSC: células madre 

mesenquimales. 

• NO: óxido nítrico. 

• NRP: neuropilina. 

• PBMNC: células mononucleares 

de médula ósea periféricas. 

• PBS: solución tampón fosfato. 

• PDGF: factor de crecimiento 

derivado de plaquetas. 

• PE: ficoeritrina. 
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• PercP: proteína clorofila 

peridinina. 

• PI3K: fosfatidil inositol 3 

quinasa. 

• PIP2: fosfatidil inositol  difosfato. 

• PKB/Akt: proteína quinasa B. 

• PKC: proteína quinasa C. 

• PLC: fosfolipasa C. 

• PLGF: factor de crecimiento 

placentario. 

• SEM: error estándar de la media. 

• SFB: suero fetal bovino. 

• SIDA: síndrome de 

inmunodeficiencia adquirido. 

• SNC: suero normal de cabra. 

• TBS: solución tampón Tris-

fosfato. 

• TGF-β: factor de crecimiento de 

transformación β.  

• TIMP: inhibidores tisulares de 

metaloproteasas. 

• Tyr (Y): tirosina. 

• VEGF: factor de crecimiento para 

el endotelio vascular. 

• VEGFR: receptor del factor de 

crecimiento para el endotelio 

vascular. 

• VHL: Von Hippel-Lindau. 
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EL OMENTUM 
 

El omentum, también denominado epiplón, está situado en la cavidad abdominal, y 

consta de dos partes, el omentum menor que une el borde izquierdo del hígado al borde 

derecho del esófago y el duodeno a la curvatura menor del estómago, y el omentum mayor 

que une la curvatura mayor del estómago con el bazo y el colon transverso, desde donde 

continúa como un gran delantal que recubre la cara anterior de los intestinos (Fig.1). 

Figura 1. Esquema donde se muestran los órganos abdominales y la situación anatómica del omentum 
mayor recubriéndolos como un gran delantal. 
 

 El omentum es de origen mesodérmico y se desarrolla después de la rotación del 

estómago y posterior plegamiento y fusión del mesenterio dorsal. Una vez formado, 

adquiere la estructura de delantal que recubre los órganos abdominales (Liebermann-

Meffert, 1983; Hosgood, 1990; Liebermann-Meffert, 2000).  

El omentum es la mayor fuente de factores angiogénicos y neurogénicos, los cuales 

contribuyen a su efecto terapéutico en el tratamiento de ulceras crónicas en extremidades, 

de fasciitis de necrotización, y de pérdidas de tejidos blandos (Chamorro y col., 1993). 

También se ha utilizado para tratar enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer 

(Goldsmith, 2001), o para recubrir las anastomosis intestinales después de la cirugía. Se 

desconocen todavía algunos aspectos de la estructura histológica del omentum, y como 

ésta se relaciona con la eficacia del omentum como material de implante. 

En 1896, Drummond y Morison intentaron aliviar  la ascitis cambiando la sangre 

portal a la circulación sistémica a través del omentum. Desde esta descripción del uso 

quirúrgico del omentum, los cirujanos han extendido las aplicaciones clínicas de este tejido 
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para la reconstrucción orgánica. Ha existido una progresión natural en su uso a medida que 

se desarrollaban y mejoraban las técnicas quirúrgicas para la reconstrucción, utilizando 

este tejido para recubrir lesiones y defectos de órganos. De esta manera, la utilización del 

omentum ha tenido una evolución desde el fragmento pediculado para la reconstrucción 

local y regional, hasta la utilización del tejido aislado para reconstruir y revascularizar 

zonas distantes mediante técnicas microquirúrgicas. 

La reconstrucción y revascularización de una extremidad se consiguió en 1967, 

cuando Goldsmith, demostró experimentalmente que un fragmento pediculado de 

omentum podía ser tunelizado subcutáneamente hasta la extremidad inferior. Más tarde, 

Casten y Alday (1971) describieron el uso del fragmento pediculado para la 

revascularización de la extremidad inferior y disminución del linfoedema. Desde entonces, 

otros autores han descrito también el uso del omentum como un implante pediculado para 

la revascularización tanto de las extremidades inferiores (Herrera y col., 1991; Talwar y 

col., 1998) como de la extremidades superiores (Ala-Kulju y Virkkula, 1990). 

El omentum, por su capacidad angiogénica, ha sido utilizado para la 

revascularización del miocardio isquémico como implante pediculado (Vineberg, 1967), 

para la revascularización de heridas avasculares crónicas causadas por osteomielitis 

(Azuma y col., 1976), para la revascularización de la médula espinal (Goldsmith y col., 

1975), y como donante de arterias microvasculares para implante (Nitchter, 1989). A 

finales de las años 60 numerosos autores publicaron la utilización del omentum como 

tejido de implante. McLean fue el primero en utilizar el omentum como fragmento libre 

para transplante, usando técnicas microquirúrgicas (McLean y Buncke, 1972). En 1976, 

Azuma y colaboradores describieron el uso del omentum para el tratamiento de la 

osteomielitis. En 1980, Ohtsuka y colaboradores utilizaron el omentum con resultados 

satisfactorios para recubrir la parte distal de la extremidad inferior en dos pacientes que 

tenían pérdida de tejidos blandos. Aunque Goldsmith, en 1980, fue el primero en sugerir la 

utilización del omentum para la revascularización de la pierna, los primeros en aplicarlo 

fueron Usmanov y colaboradores en 1989. Desde entonces, se han descrito numerosos 

casos clínicos usando el omentum para revascularizar las extremidades, observándose 

mejorías entre las 3 y 6 semanas (Pederson y Pribaz, 1995).   

En humanos, el omentum aparece como un pliegue visceral en el peritoneo, y 

tradicionalmente se consideraba que estaba compuesto por mútiples láminas de células 

mesoteliales que rodeaban al tejido adiposo vascularizado (Sivit, 1996; Sompayrac y col., 

1997). En un estudio reciente sobre la estructura del omentum  se demostró que el 
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omentum humano estaba compuesto de dos tipos de tejidos estructuralmente diferentes: 

membranas finas  translúcidas y áreas ricas en tejido adiposo (Wilkosz y col., 2005). 

También se ha observado que, tanto en el omentum de roedores como en el de humanos, 

existen agregados de células inflamatorias en diferentes estados de diferenciación, 

denominados cuerpos lechosos (Ranvier, 1874; Cui y col., 2002).   

En roedores, las membranas finas translúcidas del omentum se describieron como 

una red con fenestraciones (Simer, 1934; Ryan y col., 1971; Zhu y col., 1997; Cui y col., 

2002). En humanos, la región translúcida está formada por dos capas de células 

mesoteliales opuestas que no parecen asentarse sobre una membrana basal, separadas por 

fibras de colágena difusas y ocasionalmente células con forma de fibroblastos. Las 

membranas del omentum tienen como rasgo más llamativo la presencia de varias 

fenestraciones donde se unen las dos capas opuestas de células mesoteliales, dando la 

apariencia de red de pescar (Wilkosz y col., 2005). La función de las fenestraciones es 

todavía desconocida, pero se describieron estructuras similares en la pleura parietal del 

hamster separando la cavidad pleural izquierda de la derecha (Fukuo y col., 1990). Se ha 

sugerido que las fenestraciones podrían ser un medio de comunicación, permitiendo el 

transporte de fluidos y solutos entre ambos lados del espacio pleural; de hecho es bien 

conocida la implicación de las células mesoteliales en el transporte de solutos (Madison y 

col., 1979; Zocchi, 2002). Otro papel adicional de las fenestraciones podría ser el facilitar 

las adhesiones del omentum al peritoneo dañado o inflamado.  

El área adiposa está compuesta principalmente por adipocitos inmersos en un tejido 

conectivo vascularizado; esta región está recubierta por una monocapa de células 

mesoteliales asentadas sobre una membrana basal, interrumpida por los cuerpos lechosos 

(Wilkosz y col., 2005). Independientemente de su localización, las células mesoteliales de 

la región translúcida así como de la adiposa, muestran las características típicas de células 

mesoteliales (Madison y col., 1979; Predescu y col., 2004).  

Como se ha mencionado anteriormente, parte de la capacidad del omentum para la 

reparación de tejidos es debida a sus propiedades angiogénicas (Goldsmith y Steward, 

1984), y neurotróficas (Chamorro y col., 1993). Sin embargo, se desconoce el mecanismo 

exacto, celular o molecular, responsable de la capacidad angiogénica del omentum. Se ha 

sugerido que los factores de crecimiento presentes en grandes cantidades en el omentum, 

como el factor de crecimiento para fibroblastos (FGF) (Chamorro y col., 1993) y el factor 

de crecimiento para el endotelio vascular (VEGF) (Zhang y col., 1997; Mandl-Weber y 

col., 2002) contribuirían al desarrollo del proceso angiogénico. Sin embargo, el papel de 
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las células mesoteliales no se ha determinado en ninguno de estos estudios, y se desconoce 

en que medida estas células contribuyen al éxito de los implantes de omentum. Podrían 

participar a través de la secreción de factores de crecimiento o mediante su incorporación 

al tejido reparado (Herrick y Mutsaers, 2004). 

 

CELULAS MESOTELIALES 
 

El mesotelio une las cavidades peritoneal, pleural y pericárdica, con las superficies 

parietal y visceral respectivas que recubren los órganos internos y la pared corporal. El 

mesotelio está compuesto por una monocapa de células de tipo epitelial, apoyadas sobre 

una fina membrana basal, por encima de un tejido conectivo subseroso que contiene vasos 

sanguíneos, vasos linfáticos, células inflamatorias y células con morfología de fibroblastos 

(Wang, 1974; Ishihara y col., 1980). Tradicionalmente, se ha pensado que la función de la 

capa mesotelial consiste en proveer una superficie protectora, no adherente, para facilitar 

los movimientos viscerales. Actualmente, está reconocida como una membrana celular 

dinámica con varias funciones fisiológicas, como el transporte de fluidos y solutos, la 

vigilancia inmunológica y la producción de moléculas de la matriz extracelular, proteasas, 

citoquinas y factores de crecimiento. El mesotelio se encuentra bañado por un fluido 

seroso, parecido a un ultrafiltrado de plasma, y contiene proteínas sanguíneas, células 

inflamatorias, azúcares y varias enzimas, incluyendo amilasa y lactato deshidrogenasa 

(Dondelinger y col., 2000).  

La reparación del tejido seroso implica la proliferación de células mesoteliales 

desde lugares distantes de la lesión, sugiriendo una activación difundida por el mesotelio 

en respuesta a mediadores o células liberadas en el fluido seroso, o mediante la 

comunicación intercelular (Mutsaers y col., 1997b; Mutsaers y col., 2002). La proliferación 

local de las células residentes que rodean una lesión es una de las fuentes para su 

reparación. Estudios recientes sugieren que, en la reparación de diferentes órganos en el 

organismo adulto, también intervienen células madre, generando un gran interés en la 

ingeniería tisular y celular (Bianco y Robey, 2001; Goodell, 2001; Tuan y col., 2003). 

Aunque todavía no han sido identificadas células madre mesoteliales, existen algunas 

evidencias que indican que deben existir células mesoteliales progenitoras (Herrick y 

Mutsaers, 2004). 

Bichart, en 1827 (revisión por Whitaker y col., 1982a), fue el primero en observar 

que las cavidades serosas estaban unidas por una capa de células alargadas parecidas a las 
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de los vasos linfáticos. Minot (1883) propuso el término “mesotelio”, después de un 

detallado estudio de su origen embriológico que mostró esta capa como la unión epitelial 

de las cavidades mesodérmicas en los mamíferos. Las células mesoteliales son de origen 

mesodérmico, pero presentan características  de células epiteliales y mesenquimales 

(Whitaker y col., 1992). Morfológicamente, las células mesoteliales, por lo general, son 

consideradas similares en las diferentes localizaciones serosas del cuerpo, así como en las 

diferentes especies de mamíferos (Baradi y Rao, 1976; Whitaker y col., 1980; Withaker y 

col., 1982a, b). 

Las células mesoteliales poseen muchas características de células epiteliales, como 

son la forma poligonal, la presencia de filamentos intermedios de citoqueratinas 

(citoqueratinas 6, 8, 18, y 19) (Czernobilski y col., 1985), y la habilidad de secretar una 

membrana basal, pero también muestran características de células mesenquimales como la 

presencia de vimentina, desmina y, bajo estimulación, α-actina de músculo liso (Afify y 

col., 2002). El análisis ultraestructural de células mesoteliales polarizadas demuestra 

complejos de unión intercelulares bien desarrollados, incluyendo las uniones estrechas 

(zonula occludens), uniones de adherencia, uniones gap y desmosomas (Pelin y col., 1994). 

También expresan E, N y P-cadherinas, pero al contrario que el en epitelio, la N-cadherina 

es la predominante (Simsir y col., 1999). 

Aunque la apariencia de las células mesoteliales es principalmente escamosa, 

también son cuboidales en varias localizaciones del cuerpo como en los septos del 

mediastino pleural, en órganos como el hígado y el bazo, y en los cuerpos lechosos del 

omentum (Wang, 1998). Ultraestucturalmente, estas dos morfologías poseen algunas 

diferencias. En particular las células cuboidales poseen abundantes mitocondrias y retículo 

endoplásmico rugoso, un aparato de Golgi bien desarrollado, microtúbulos y un gran 

número de microfilamentos, sugiriendo un estado metabólico más activo (Fukata, 1963; 

Kluge y Hovig, 1967). 

 

Funciones de las células mesoteliales 

La capa mesotelial, a parte de actuar como una superficie epitelial antiadherente, 

posee otras muchas funciones importantes para el mantenimiento de la homeostasis serosa. 

Entre estas funciones se encuentran el transporte de fluidos y partículas a través de las 

cavidades serosas, la regulación de la migración de leucocitos en respuesta a mediadores 

inflamatorios, la síntesis de citoquinas proinflamatorias, factores de crecimiento y 

moléculas de la matriz extracelular, el control de la coagulación y la fibrinolisis, y la 
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presentación antigénica. Estas funciones normalmente se encuentran asociadas al estado 

fenotípico de la célula. Las células escamosas se encuentran asociadas al transporte a 

través de la membrana, mientras que las células cuboidales poseen un espectro de 

funciones más amplio (Ramsey y col., 1970; Whitaker y col., 1980; Whitaker y col., 

1982a, b). Las células mesoteliales secretan glicosaminoglicanos, para proporcionar una 

superficie antiadherente que protege a la superficie serosa de abrasiones, infecciones y, 

posiblemente, de las diseminaciones tumorales (Liang y Sasaki, 2000; Bellingan y col., 

2002), además producen multitud de citoquinas y factores de crecimiento que pueden 

regular respuestas inflamatorias y estimular la reparación de tejidos. Estímulos como 

productos bacterianos, asbestos, o lesiones en tejidos inducen la liberación de citoquinas 

proinflamatorias y quimioquinas como las interleuquinas (IL), IL-1, IL-8, la proteína-1 

quimioatrayente de monocitos (MCP-1), e interferon γ (IFN- γ) entre otras (Mutsaers, 

2002).  

Las células mesoteliales secretan factores de crecimiento que promueven la 

proliferación, la diferenciación y la migración de células mesoteliales y submesoteliales 

cerca de la zona lesionada, como el factor de crecimiento de transformación β (TGF- β), el 

factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el  FGF, el factor de crecimiento para 

hepatocitos (HGF), el factor de crecimiento para queratinocitos (KGF), y el factor de 

crecimiento epidérmico (EGF) (Martin y col., 1992; Mutsaers y col., 1997a; Jayne y col., 

2000; Warn y col., 2001). También poseen la capacidad de sintetizar una gran variedad de 

macromoléculas de la matriz extracelular in vitro, así como colágena de tipo I, III y IV, 

elastina, fibronectina y laminina, además de producir metaloproteasas de la matriz (MMP) 

e inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMP) (Marshall y col., 1993). 

 

Reparación por medio de las células mesoteliales 

Hertzler, en 1919, fue el primero en observar como las lesiones en el peritoneo, ya 

fuesen grandes o pequeñas, tardaban el mismo tiempo en curarse. Concluyó que el 

mesotelio no se regeneraba sólo por la proliferación y migración centrípeta de las células al 

borde de la lesión como ocurría en el epitelio. Desde entonces, varios estudios han sido 

realizados para intentar esclarecer los mecanismos que regulan este proceso de 

regeneración utilizando numerosos modelos experimentales. 

Está asumido que el proceso de regeneración comienza unas 24 horas después de la 

lesión, con la aparición de una población de células redondeadas en la superficie de la 

herida, predominantemente neutrófilos y macrófagos (Mutsaers y col., 2002). Las células 
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mesoteliales de los bordes de la herida comienzan a dividirse y la capa epitelial 

temporalmente se transforma en células con morfología fibroblástica que migran a la zona 

abierta de la herida (Whitaker y Papadimitriou, 1985; Mutsaers y col., 2000). Mutsaers y 

colaboradores (1997b) demostraron que los factores de proliferación y quimiotácticos 

como el HGF jugaban un papel importante estimulando este proceso regenerativo. En 

condiciones normales el mesotelio posee una baja capacidad de renovación, sin embargo 

puede ser estimulado con una gran variedad de compuestos o mediante un daño físico, 

produciéndose numerosas divisiones celulares. 

Independientemente del tamaño del área lesionada o del tipo de lesión, la 

reparación serosa es completa a los 7-8 días tras la lesión, cuando la herida está cubierta de 

células que poseen características de células mesoteliales (Mutsaers y col., 2002). Basado 

en esta evidencia, varios grupos de investigación han propuesto fuentes adicionales para la 

regeneración de las células mesoteliales, como la transformación a partir de macrófagos 

(Eskeland y Kjaerheim, 1966; Ryan y col., 1973), la exfoliación de superficies adyacentes 

a superficies serosas para la obtención de células mesoteliales proliferativas o maduras 

(Whitaker y Papadimitriou, 1985; Mutsaers y col., 2000), células progenitoras presentes en 

el líquido seroso que se implantarían en la herida como precursores mesoteliales (Ryan y 

col., 1973), precursores mesenquimales subserosos que se diferenciarían en células 

mesoteliales y migrarían a la superficie de la lesión (Raftery, 1973; Davila y Crouch, 

1993), y células precursoras circulantes procedentes de la médula ósea (Wagner y col., 

1982). 

 

Potencial de las células mesoteliales en la ingeniería de tejidos 

Aunque existe un vacío de información sobre el potencial de diferenciación de las 

células mesoteliales, durante los últimos cien años estas células han sido utilizadas para 

reparar tejidos y órganos dañados. Actualmente, también existen nuevas aplicaciones de 

estas células en procesos de ingeniería tisular como los implantes vasculares (Herrick y 

Mutsaers, 2004). A pesar de los numerosos estudios, todavía no se han desarrollado 

implantes sintéticos o biológicos ideales para sustituir arterias de pequeño calibre (Nerem y 

Seliktar, 2001). Cuando se han utilizado prótesis acelulares para la reconstrucción de vasos 

de pequeño calibre, han fracasado frecuentemente debido a que la superficie luminal es 

trombogénica, generando un trombo y una reoclusión del vaso tras el implante. 

Recubriendo la superficie luminal con células se reducía su trombogenicidad, pero esta 
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solución se encuentra limitada debido a la dificultad de conseguir células endoteliales 

autólogas, habiéndose propuesto tipos celulares alternativos con este fin. 

Desde hace tiempo se sabe que introduciendo objetos en la cavidad peritoneal de la 

rata, el conejo o el ratón, se inicia una respuesta inflamatoria formando un tejido granuloso 

recubierto por una capa de mesotelio (Ryan y col., 1973; Campbell y Ryan, 1983). Basado 

en las propiedades fibrinolíticas y antitrombogénicas de las células mesoteliales (Louagie y 

col., 1986), Clarke y colaboradores (1984) propusieron que las células mesoteliales 

autólogas eran una buena alternativa a las células endoteliales en los implantes vasculares. 

A partir de entonces, varios grupos han investigado la eficacia de las células mesoteliales, 

normalmente procedentes del omentum, como sustitutas de las células endoteliales (Bull y 

col., 1988; Theuer y col., 1996; Sparks y col., 2002).  De momento, el uso de células 

mesoteliales como sustitutas de células endoteliales continúa siendo una posibilidad que se 

muestra atractiva, por ejemplo, en el desarrollo de implantes de by-pass autólogos en la 

arteria coronaria, o en el acceso a fístulas arteriovenosas en pacientes en hemodiálisis 

(Herrick y Mutsaers, 2004). 

 

CELULAS DE LA CAPA SUBSEROSA 
 

Una de las teorías sobre el origen de las células mesoteliales regenerativas propone 

que estas células provienen de células mesenquimales pluripotenciales de la capa subserosa 

que, mediante un estímulo adecuado, comienzan a diferenciarse a células mesoteliales 

cuando migran a un tejido lesionado. Muchos grupos han descrito la presencia  de células 

con características de células epiteliales en la capa subserosa en biopsias de pacientes con 

diversas patologías (Bolen y col., 1986; Davila y Crouch, 1993), así como en varios 

modelos animales de experimentación (Buoro y col., 1993; Pampinella y col., 1996). Estos 

resultados han sido explicados por la teoría de que existe una población celular subserosa 

multipotencial, con habilidad para diferenciarse en cualquiera de las dos direcciones, 

células mesenquimales o células mesoteliales.  

Actualmente, a partir de los resultados obtenidos por varios grupos, se podría 

confirmar la existencia de células mesenquimales subserosas pluripotenciales que podrían 

diferenciarse a miofibroblastos, y posiblemente a células de músculo liso o células 

mesoteliales; también existen nuevas evidencias que indicarían que las células mesoteliales 

pueden ser pluripotenciales y poseer la capacidad de diferenciarse a varios tipos celulares 

(Herrick y Mutsaers, 2004). Sin embargo, existen estudios que cuestionan el papel de las 
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células subserosas en la regeneración mesotelial (Whitaker y Papadimitriou, 1985; 

Mutsaers y col., 2000). 

 

TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMA  
 

Tradicionalmente, las células mesoteliales aisladas de tejidos o fluidos serosos 

normales poseen in vitro una morfología epitelial de empedrado. Sin embargo, desde hace 

tiempo se sabe que estas células cambian a un fenotipo fibroblástico tras varios 

subcultivos, reduciendo la expresión de citoqueratinas e incrementando la expresión de 

vimentina (Mackay y col., 1990). 

Varias situaciones patológicas, como la cirrosis, la endometriosis o la inflamación 

serosa, producen secreciones con un gran número de células mesoteliales que 

probablemente procedan de la serosa irritada. In vitro, estas células poseen ambas 

morfologías, fibroblástica y epitelial, y son estables durante los primeros subcultivos 

(Gulyas y col., 1999). Se ha sugerido que estas dos morfologías de las células mesoteliales 

se deben a diferentes estados de diferenciación, y que en condiciones patológicas, los 

factores inflamatorios y otros mediadores dirigen las células hacia uno u otro fenotipo. 

Whitaker y colaboradores (1992) sugirieron que células mesoteliales maduras 

podrían transformarse en células fibroblásticas in vivo e invadir el tejido conectivo 

subseroso. Esta hipótesis era inusual ya que a diferencia de las células mesenquimales del 

estroma, no es frecuente que las células con morfología epitelial se transformen en 

fibroblastos en el tejido maduro, excepto durante la regeneración de lesiones o en la 

progresión tumoral (Hay, 1995). Dos estudios en pacientes sometidos a diálisis peritoneal 

ambulatoria apoyarían este concepto: 

En el primero, Yang y colaboradores (2003) demostraron que el TGF-β1 inducía a 

las células mesoteliales del omentum a transdiferenciarse en miofibroblastos in vitro; de 

esta manera los autores propusieron que las células  maduras del mesotelio convertidas en 

miofibroblastos y los estados patológicos observados durante la diálisis peritoneal podrían 

ser debidos al reclutamiento de células fibrogénicas del mesotelio durante la inflamación 

serosa y la reparación de las lesiones. 

En el segundo estudio, Yánez-Mo  y colaboradores  (2003) también demostraron 

que existían células mesoteliales humanas que experimentaban una transformación de 

fenotipo de célula epitelial a célula mesenquimal tras una lesión serosa en pacientes; de 

hecho, las biopsias realizadas a pacientes en diálisis peritoneal mostraban la presencia de 
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marcadores mesoteliales en células fibroblásticas que se encontraban en la capa subserosa, 

sugiriendo que estas células provenían de una conversión de las células mesoteliales 

locales, lo que cuestionaría la teoría de una capa subserosa multipotencial (Raftery y col., 

1973; Bolen y col., 1986). Los autores describieron esta transformación fenotípica como 

“transdiferenciación”. Todavía no se sabe si estas células mesoteliales permanecen como 

miofibroblastos, si continúan hasta diferenciarse en células del músculo liso o si revierten a 

células mesoteliales de la superficie. De todas formas, tampoco se ha esclarecido del todo 

si las células mesoteliales que se transdiferencian son una población de células residentes 

en la capa mesotelial, si son una subpoblación originada en el fluido seroso, o son de 

origen sanguíneo procedentes del sistema circulatorio (Herrick y Mutsaers, 2004). Resulta 

interesante la posibilidad planteada de que la transdiferenciación sea la causa, o en parte la 

responsable, de los cambios patológicos observados en la capa serosa después de un 

trauma generado por la diálisis peritoneal, las irradiaciones, o la cirugía.  

 

CELULAS FIBROBLASTICAS 
 

Los fibroblastos son las células más abundantes en el tejido conectivo y forman el 

estroma de diversos tejidos. Hasta ahora se sabía que los fibroblastos de los tejidos son una 

población muy heterogénea de células que, dependiendo del sitio y características 

fenotípicas, desempeñan papeles muy diversos en procesos fisiológicos y patológicos. No 

existe una nomenclatura formal para definir los subfenotipos de fibroblastos (Trelstad y 

Birk, 1985), de manera que una pregunta importante es ¿qué es un fibroblasto? 

Ultraestructuralmente, los fibroblastos son identificados en base a su morfología fusiforme 

(Takahashi-Iwanaga., 1994). Poseen un retículo endoplásmico y aparato de Golgi 

prominente, característicos de células con una gran actividad biosintética; aunque los 

fibroblastos han sido bastante estudiados in vitro, la información sobre su diferenciación in 

vivo es escasa  (Sappino y col., 1990).  

Los fibroblastos sintetizan componentes de la matriz extracelular como colágena y 

mucopolisacáridos, además de MMPs y varios factores de crecimiento, por lo que 

desempeñan un papel importante en mecanismos fisiológicos y patológicos. El origen de 

los fibroblastos ha sido siempre motivo de controversia; en principio proceden de células 

primitivas mesenquimales y pluripotenciales, de manera que las células del estroma, 

potencialmente, se pueden transformar en fibroblastos, osteoblastos, adipocitos, 
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condrocitos y células musculares (Jiménez y Martínez, 1992). Recientemente, se ha 

postulado que estas células pueden originarse de (Darby y Hewitson, 2007): 

 Células epiteliales que adquieren el fenotipo de fibroblastos por la transición 

epitelio-mesenquima como se mencionó anteriormente. 

 Precursores circulantes como son los fibrocitos, que fueron identificados y 

definidos por primera vez por Bucala y colaboradores en 1994, son células con 

características de células mesenquimales que proceden de la médula ósea y se localizan en 

la circulación periférica.  

 Poblaciones de células residentes. Estudios de microscopia electrónica han 

demostrado que en varios órganos existen poblaciones de células fibroblásticas que 

proliferan rápidamente en respuesta a una lesión. La proliferación y migración local desde 

tejidos adyacentes, en particular de la región perivascular, es el mecanismo generalmente 

aceptado mediante el cual crece el número de fibroblastos en tejidos (Wiggins y col., 

1993). 

 Con el desarrollo del estudio de las células troncales o células madre ha surgido 

una gran cantidad de información, tanto de su biología en términos de su capacidad de 

proliferación y diferenciación, como en el aspecto de su uso potencial en terapia celular y 

medicina regenerativa, siendo la médula ósea el mejor ejemplo (Mayani, 2003). Toda esta 

información ha favorecido el desarrollo de nuevos conceptos y la reconsideración de 

conceptos clásicos (Mayani, 2003), generándose la necesidad de replantear la participación 

de los fibroblastos en procesos fisiológicos o regenerativos, así como en procesos 

patológicos, incrementándose la evidencia de que los fibroblastos de los diferentes tejidos 

pueden tener su origen en la médula ósea (células troncales mesenquimales y/o células 

troncales hematopoyéticas) (Hashimoto y col., 2004; Postlethwaite y col., 2004; Ebihara y 

col., 2006).  

Durante la cicatrización de heridas, tradicionalmente se observó que los 

fibroblastos cercanos al área lesionada migraban y proliferaban, pero actualmente se piensa 

que también podrían provenir de otras localizaciones del organismo. También es 

importante recordar que en los casos de cicatrización, algunos fibroblastos incluyen 

miofibrillas, denominándose entonces miofibroblastos, dado que adquieren cierta similitud 

con las células musculares. Algunas evidencias sugieren que los miofibroblastos tienen la 

capacidad de contraerse, y así desempeñar un papel en la contracción de la herida (Darby y 

Hewitson, 2007). 
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NEOVASCULARIZACION 
 

El correcto funcionamiento de los tejidos del organismo requiere un aporte de 

sangre suficiente, a través de un sistema organizado de arterias, capilares y venas. La 

formación de los vasos sanguíneos es un proceso complejo que implica la interacción 

perfectamente coordinada de múltiples tipos celulares, jugando un papel decisivo en el 

desarrollo embrionario y en el periodo postnatal temprano. En etapas posteriores, continúa 

existiendo formación de nuevos vasos sanguíneos, como por ejemplo en el ciclo ovárico, o 

en la reparación de tejidos dañados. 

El término angiogénesis no abarca todo el espectro de acontecimientos que 

conllevan al desarrollo de nuevos vasos sanguíneos, de manera que referiremos como 

neovascularización al desarrollo de nuevos vasos sanguíneos en general. La 

neovascularización es el resultado de varios procesos, incluyendo vasculogénesis, 

arteriogénesis, y angiogénesis (Simons, 2005).   

 

VASCULOGENESIS 
 

Vasculogénesis es la formación de los primeros vasos sanguíneos durante la 

embriogénesis. Empieza con la agrupación en islotes sanguíneos de angioblastos derivados 

del mesodermo; las células de la parte central de estos islotes sanguíneos se diferencian a 

células precursoras hematopoyéticas, mientras que las células  más externas dan lugar a 

células endoteliales. A continuación, las células endoteliales maduras forman una serie de 

tubos endoteliales componiendo una red vascular que va aumentando en complejidad 

mediante un proceso angiogénico (cell sprouting) (Risau, 1997). Existen evidencias de que 

el proceso de vasculogénesis puede ocurrir en el adulto, mediado por las células 

progenitoras endoteliales (Urbich y Dimmeler, 2004). 

 

ARTERIOGENESIS 
 

 Arteriogénesis se denomina al proceso de maduración y posible formación de 

nuevos conductos colaterales (de Muinck y Simons, 2004). La arteriogénesis se produce 

normalmente en zonas con estenosis arterial, donde existe un cambio local en las fuerzas 

de cizallamiento, inducido por la acumulación de células mononucleares sanguíneas. 
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En 1669, el anatomista Lower demostró la existencia de colaterales anastomosadas 

en el corazón humano. En 1953, el cirujano inglés Longland, describió las arterias 

colaterales en la circulación de la pierna, definiendo las arterias colaterales como vasos que 

interconectaban diferentes zonas de perfusión. Estas arterias colaterales funcionales crecen 

y proliferan a partir de ramas arteriales preexistentes,  mostrando un típico fenotipo 

tortuoso. De esta manera, el crecimiento de las arterias colaterales, a diferencia de la 

angiogénesis y la vasculogénesis, no es una forma de crecimiento de novo, sino que 

consiste en la remodelación de un vaso pequeño preexistente, para dar un vaso mayor, con 

los cambios correspondientes en su estructura; este vaso de mayor calibre podría resistir el 

aumento de las fuerzas de presión debidas a un incremento en la perfusión (Fig.2). 

Aunque estudios previos han mostrado como una buena circulación colateral 

disminuye los riesgos de infarto de miocardio y de muerte por una oclusión completa de la 

arteria coronaria, en la mayoría de los casos este sistema no es suficiente (Hoefer y col., 

2006). Esto es debido a que el rango de oclusión de la arteria suele ser mayor que la 

arteriogénesis que se produce. Actualmente, un área de gran interés clínico es la 

estimulación y aceleración de la arteriogénesis, la cual podría ayudar a proteger los tejidos 

sometidos a una isquemia severa, cuando la arteria principal se encuentra ocluida. 

 

ANGIOGENESIS 
 

El término angiogénesis fue acuñado por el cirujano británico John Hunter en 1787, 

para describir el crecimiento de nuevos vasos sanguíneos. Tras casi doscientos años en los 

que la angiogénesis fue escasamente investigada, el doctor Judah Folkman en 1971 

propuso la hipótesis de que el crecimiento tumoral era angiogénesis dependiente. Desde 

este momento las publicaciones científicas sobre la angiogénesis han aumentado de manera 

logarítmica (Gupta y Zhang, 2005). Actualmente, la angiogénesis se define como la 

formación de nuevos capilares sanguíneos a partir de otros preexistentes (Carmeliet, 2003). 

En adultos este proceso puede ser activado en tejidos sometidos a hipoxia, mediante la 

expresión del factor inducido por hipoxia (HIF-1α). El HIF-1α activa la transcripción de 

numerosos genes, incluyendo entre ellos el VEGF y sus receptores (Pugh y Ratcliffe, 

2003).  
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Figura 2. Se pueden observar dos 
formas de crecimiento vascular 
después del nacimiento: angiogénesis 
y arteriogénesis. Estos dos procesos 
comparten varios mecanismos, como 
la invasión leucocitaria, producción 
de factores de crecimiento, y 
expresión de citoquinas. Pero 
también existen diferencias básicas 
importantes en los factores 
implicados en estos dos procesos, así 
como en su resultado final. Mientras 
que la angiogénesis normalmente se 
produce en tejidos isquémicos o 
hipóxicos, la arteriogénesis puede 
observarse también en zonas 
alejadas del tejido isquémico, hasta 
50cm. Los dos procesos pueden 
ocurrir conjuntamente, por ejemplo, 
en las enfermedades arteriales 
periféricas, donde se observa 
angiogénesis en el pie mientras la 
arteriogénesis ocurre en la pierna. 

 

 

El proceso angiogénico 

La formación de un nuevo vaso (Fig.3) supone la activación de células endoteliales 

quiescentes, la degradación de la membrana basal y la matriz extracelular, la migración y 

la proliferación de células endoteliales, la formación de redes vasculares y la anastomosis 

entre ellas que permita establecer el flujo sanguíneo. Estos pasos están controlados 

mediante señales intracelulares y extracelulares que están perfectamente coordinadas en el 

tiempo y en el espacio, como se describe a continuación. 

En primer lugar, el tejido dañado produce y libera factores de crecimiento que 

difunden a los tejidos vecinos. Estos factores de crecimiento angiogénicos se unen a 

receptores específicos, localizados en las células endoteliales de vasos sanguíneos 

cercanos. Cuando los factores de crecimiento se unen a sus receptores, las células 

endoteliales se activan y liberan distintas moléculas enzimáticas, como MMP y 

endopeptidasas extracelulares, las cuales no se expresan de forma constitutiva sino que se 

inducen de forma temporal, en respuesta a señales exógenas como citoquinas, factores de 

crecimiento o interacciones entre la célula y la matriz extracelular. Dichas enzimas 

provocan pequeños orificios en la membrana basal que rodea a los vasos preexistentes, 

aumentando la permeabilidad y permitiendo la extravasación hacia la matriz de proteínas 

plasmáticas como fibrinógeno y protrombina, así como de las células endoteliales que 

comienzan a dividirse, proliferar y migrar a través de los orificios de los vasos hacia el 
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tejido dañado. La destrucción del estroma circundante es esencial para permitir la 

proliferación y agrupación de las células endoteliales para formar el nuevo vaso. Las MMP 

poseen la capacidad de degradar la matriz extracelular, facilitando el movimiento y 

proliferación celular a través del estroma, y la liberación de factores proangiogénicos que, 

en condiciones normales, se encontrarían secuestrados por la matriz extracelular. 

El movimiento y agrupación de las células es mediado por las interacciones de las 

integrinas con la matriz extracelular. Estas integrinas incluyen la αvβ3 que se expresa en 

bajos niveles de forma constitutiva en los vasos, pero es estimulada en la superficie de las 

células endoteliales por el VEGF. La interacción entre el VEGF y αvβ3 activa una vía de 

señalización calcio-dependiente que promueve la migración celular. Las células 

endoteliales se agrupan en forma de tubo para crear el nuevo vaso y se producen 

anastomosis entre los distintos vasos individuales, permitiendo la circulación sanguínea 

entre ellos. El proceso angiogénico termina con la maduración de los vasos neoformados, 

donde tienen un papel fundamental los pericitos. Los pericitos son células perivasculares 

de origen mesenquimal. Interaccionan con las células endoteliales facilitando la unión de 

las células en forma de tubo, así como la remodelación y estabilización del lecho vascular 

recién formado. En este último proceso intervienen el PDGF y las angiopoyetinas 

(Gerwins y col., 2000; Jain, 2003). 

Existen condiciones fisiológicas en las que se produce un aumento de la 

angiogénesis, como en el ciclo menstrual de la mujer, la hipertrofia del tejido muscular tras 

ejercicio intenso, la regeneración nerviosa y ósea y el proceso normal de cicatrización de 

las heridas. Asímismo, la angiogénesis está implicada en el desarrollo de diferentes 

procesos patológicos (enfermedades angiogénesis dependientes) de distinta índole, 

incluyendo, enfermedades cardiovasculares, malformaciones vasculares, arteriosclerosis, 

artritis reumatoide, crecimiento tumoral, retinopatía diabética y psoriasis. 

El cambio hacia el fenotipo angiogénico en un determinado tejido depende del 

balance local entre factores estimulantes e inhibidores de la angiogénesis. Para conseguir el 

estímulo angiogénico se requiere no sólo la regulación positiva de factores angiogénicos, 

sino también la negativa de los inhibidores de la angiogénesis.  
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Célula endotelial 

Célula endotelial proliferativa 
Célula muscular lisa 
 Pericito 

 Lámina basal 

 

Figura 3. Esquema del proceso angiogénico. 

 

ENFERMEDADES ANGIOGENESIS DEPENDIENTES 
 

En todo proceso biológico la angiogénesis está regulada por una serie de moléculas 

intra y extracelulares que tienen acción estimuladora o inhibidora sobre la angiogénesis, las 

cuales coordinadas entre sí, permiten un equilibrio perfecto. La lista de factores 

estimuladores e inhibidores es muy extensa (Tab.1). 
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Como se ha mencionado anteriormente, existen procesos patológicos en los que 

este balance perfecto se inclina hacia alguno de los dos sentidos, dando lugar a una 

angiogénesis exagerada o insuficiente (Folkman, 2001). 

En 1994, la Angiogenesis Foundation (www.angio.org) definió la angiogénesis 

como el “factor denominador” de las enfermedades más importantes que afectan a la 

población. 

 

Factores estimuladores e inhibidores de la angiogénesis 
ESTIMULADORES INHIBIDORES 
Factores de crecimiento 
VEGF (factor de crecimiento para el 
endotelio vascular) 
FGF (factor de crecimiento para 
fibroblastos) 
PLGF (factor de crecimiento 
placentario) 
PDGF (factor de crecimiento 
derivado de plaquetas) 
TGF-α (factor de transformación α) 
TGF-β (factor de transformación β) 
HGF (factor de crecimiento de 
hepatocitos) 
Citoquinas 
MCP-1 (proteína-1 atrayente de 
monocitos) 
Quimioquinas 
IL-8 (interleuquina 8) 
Hormonas 
Estrógenos 
Prostaglandinas E1 y E2 
Factores de crecimiento 
hematopoyéticos 
Eritropoyetina 
 

Péptidos proteolíticos 
Angiostatina 
Endostatina 
Inhibidores enzimáticos 
TIMP (inhibidores de 
metaloproteasas) 
Inhibidores de la activación de 
plasminógeno 
Citoquinas 
Interferon 
IL-12 (interleuquina 12)  
Quimioquinas 
PF-4 (Factor plaquetario 4) 
Moléculas de matriz extracelular 
Trombospondina 
Hormonas 
2-ME (2-metoxiestradiol)  
 

 
Tabla 1. Factores estimuladores e inhibidores que intervienen en la angiogénesis. 
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Figura 4. Enfermedades angiogénesis 
dependientes. 

Enfermedades asociadas a un exceso de angiogénesis 

Cuando el tejido dañado produce cantidades anormales de factores angiogénicos, se 

solapa la acción de los inhibidores endógenos, dando lugar a la formación de nuevos vasos 

que nutren el tejido enfermo, destruyen el tejido normal y en ocasiones, como ocurre en el 

caso de los tumores, permiten la diseminación del mismo a otras partes del organismo 

(metástasis). 

La angiogénesis exacerbada se asocia a diferentes enfermedades como: cáncer, 

retinopatía diabética, degeneración macular senil, artritis reumatoide, complicaciones del 

síndrome de inmunodeficiencia adquirido (SIDA), psoriasis y otras enfermedades cutáneas 

(Folkman, 2001) (Fig.4). 

 

Enfermedades asociadas a una insuficiente 

angiogénesis 

Cuando el tejido no puede producir cantidades 

adecuadas de factores angiogénicos, da lugar a una 

formación inadecuada de vasos, con una circulación, 

aporte de nutrientes y oxígeno insuficientes, lo que 

supone un riesgo de muerte celular. Dichas 

circunstancias ocurren en el infarto, enfermedades 

cardiacas y vasculares periféricas, infertilidad, 

escleroderma, úlceras y retraso de la cicatrización 

(Fig.4). 

 

FACTORES DE CRECIMIENTO 
 

LA FAMILIA DEL VEGF  
 

 El VEGF, a veces conocido como VEGF-A o factor de permeabilidad vascular 

(Ferrara y Henzel, 1989; Senger y col., 1983), es el miembro mejor estudiado de la familia 

de ligandos VEGF (Achen y Stacker, 1998; Ferrara, 2001). Estas proteínas forman parte de 

la familia de factores de crecimiento derivados de las plaquetas (PDGF) (Ferrara y col., 

2003), un grupo de proteínas que comparten una estructura similar, con entrecruzamientos 

intermoleculares e intramoleculares por puentes disulfuro para dar lugar a una estructura en 
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lazo inconfundible (Wiesmann y col., 1997). El VEGF es un ligando para los receptores 

denominados receptores del factor de crecimiento para el endotelio vascular, VEGFR-1 y 

VEGFR-2, también conocidos como Flt-1y KDR ó Flk-1 (Ferrara y col., 2003). 

Hasta la fecha se han identificado siete miembros de la familia del VEGF. El 

VEGF, junto con el VEGF-B, el VEGF-E y el factor de crecimiento placentario (PLGF), 

preferentemente, aunque no de forma exclusiva, ejercen sus efectos sobre las células 

endoteliales vasculares, mientras que el VEGF-C y el VEGF-D actúan sobre las células 

endoteliales linfáticas (Shibuya, 2001). El VEGF, el VEGF-B y el VEGF-E están 

involucrados en la angiogénesis y el VEGF parece ser el factor más importante en este 

proceso. El VEGF-C y el VEGF-D están involucrados en la linfangiogénesis (Achen y 

Stacker 1998; Gerwins y col., 2000). El último miembro incorporado a la familia del 

VEGF es el svVEGF identificado en el veneno de serpientes. 

El VEGF posee al menos nueve isoformas procedentes de un único gen por splicing 

alternativos: VEGF121, VEGF145, VEGF148, VEGF162, VEGF165, VEGF165b, 

VEGF183, VEGF189, y VEGF206  (Bates y Harper, 2002). VEGF165b es un inhibidor 

endógeno del VEGF, que se une a VEGFR-2, con la misma afinidad que el VEGF165, 

pero sin activar la cascada de señalizaciones (Woolard y col., 2004). El VEGF es 

producido por una gran variedad de células, entre otras, células endoteliales, macrófagos, y 

células T activadas. Las cuatro isoformas principales son VEGF121, VEGF165, VEGF189 

y VEGF206, de las cuales el VEGF165 es el predominante. Otras isoformas descritas 

como el VEGF145 y VEGF183 son menos frecuentes (Houck y col., 1992). Una diferencia 

importante entre las distintas isoformas es su afinidad por la heparina, lo que afecta a su 

unión a la superficie celular y a la matriz extracelular (Ferrara, 1999). El VEGF121 no se 

une a la heparina y por eso es una proteína soluble, mientras que el VEGF189 y el 

VEGF206 tienen una fuerte afinidad por la heparina y se mantienen unidos a la matriz 

extracelular (Houck y col., 1992; Park y col., 1993). El VEGF165 tiene una afinidad 

reducida por la heparina, por lo que una proporción significativa de la proteína permanece 

unida mientras que la mayor parte es soluble (Achen y Stacker, 1998; Ferrara, 2001). Las 

isoformas unidas a la matriz extracelular pueden ser liberadas lentamente por su exposición 

a heparina o heparinasas, o más rápidamente por la acción de plasmina que escinde la 

región C-terminal para producir un fragmento activo (Houck y col., 1992), o uroquinasa 

(Plouet y col., 1997). Por consiguiente, el VEGF se hace disponible para las células 

endoteliales a través de dos mecanismos diferentes: la secreción de isoformas solubles o la 

escisión proteolítica de isoformas unidas a la matriz extracelular. 
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 Figura 5. Estimulación de la expresión del gen del VEGF por la hipoxia.

Regulación de la expresión del gen del VEGF 

Mientras que las diferentes formas de unión y la escisión proteolítica de las 

isoformas más grandes del VEGF pueden contribuir a la regulación de su actividad, el 

principal mecanismo de regulación parece producirse a través de la inducción o la 

supresión de la expresión del gen del VEGF y a la estabilidad de su ARNm (Ferrara, 1999; 

Shibuya, 2001). La expresión del gen del VEGF está regulada por varios factores que 

incluyen la hipoxia, el pH, factores de crecimiento, la transformación celular, hormonas, 

óxido nítrico (NO), y oncogenes, siendo la hipoxia el factor mejor estudiado. La hipoxia 

estimula la expresión del gen del VEGF de forma similar a como se estimula la producción 

de eritropoyetina por la baja tensión de oxigeno (Fig.5). En condiciones de hipoxia, los 

factores de transcripción inducidos por hipoxia, HIF-1α y HIF-2α, son estabilizados y 

transportados al 

núcleo, donde 

ejercen una 

interacción con 

HIF-β. Este 

complejo se 

une entonces a 

una secuencia 

específica del 

gen del VEGF 

denominada 

elemento de 

respuesta a la 

hipoxia (HRE), 

que estimula la 

transcripción  del gen del VEGF (Ikeda y col., 1995). La regulación de la expresión del 

VEGF por la tensión de oxigeno también puede implicar la inhibición del supresor 

tumoral, la proteína Von Hippel-Lindau (VHL), que parece suprimir la expresión del 

VEGF en condiciones normales de oxigenación. Se ha sugerido que la VHL también pueda 

actuar suprimiendo la transcripción del VEGF, o también después de la transcripción; es 

decir, está involucrado en la degradación del ARNm o de la proteína (Ikeda y col., 1995) 

(Fig.5). En las células en las que la VHL presenta una disfunción, tal como ocurre en la 
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enfermedad de Von Hippel-Lindau, se acumulan grandes concentraciones de VEGF como 

resultado de su sobreexpresión. Esto da lugar a tumores de células renales muy 

vascularizados, debido a la estimulación de la angiogénesis por el VEGF (Kaelin, 2003). 

 También se ha demostrado que varios factores de crecimiento, entre ellos el FGF 

(Frank y col., 1995), citoquinas y hormonas inducen la expresión del ARNm del VEGF y/o 

la producción de la proteína VEGF in vitro (Ferrara, 1999). 

 

Receptores del VEGF 

Los sitios de unión del VEGF fueron identificados inicialmente en la superficie de 

las células endoteliales vasculares in vitro e in vivo. El VEGF se une a dos receptores 

tirosin quinasa (RTKs), el VEGFR-1 y el VEGFR-2; ambos poseen  7 dominios 

extracelulares tipo inmunoglobulina (Ig), una región transmembrana y un dominio 

intracelular que tiene actividad tirosin quinasa (Shibuya y col., 1990; Terman y col., 1991). 

El VEGFR-3 es un miembro de la misma familia de RTKs, pero no es un receptor para 

VEGF sino para VEGF-C y VEGF-D (Karkkainen y col., 2002). Además de estos RTKs, 

el VEGF interacciona con una familia de correceptores, las neuropilinas.  

El VEGR-1, también denominado Flt-1, fue el primer receptor RTK identificado 

como receptor del VEGF hace más de una década (de Vries y col., 1992). La función 

precisa de esta molécula sigue debatiéndose, aunque las últimas evidencias indican que la 

existencia de diferentes hipótesis planteadas sobre su función, puede ser debida, al menos 

en parte, al hecho de que las propiedades de señalización de este receptor pueden diferir 

dependiendo del momento de desarrollo del animal y del tipo celular. La expresión del 

VEGFR-1 está estimulada por la hipoxia, mediante el factor de transcripción HIF-1 

(Gerber y col., 1997). Al VEGFR-1 se une el PLGF (Park y col., 1994) y el VEGF-B 

(Olofsson y col., 1998), los cuales no se unen al VEGFR-2, también se une el VEGF con 

mayor afinidad que al VEGFR-2 (de Vries y col., 1992). El VEGFR-1, sin embargo, tiene 

sólo una débil actividad tirosin quinasa. Esto, junto con los datos que indican que se 

pueden demostrar actividades mitogénicas y quimiotácticas del VEGF en células que sólo 

expresan el VEGFR-2 pero no en células que expresan sólo el VEGFR-1 (Waltenberger y 

col., 1994), sugiere que el VEGFR-1 no está directamente implicado en mediar estos 

efectos del VEGF. El VEGFR-1 parece actuar como un receptor señuelo que regula 

negativamente los efectos del VEGF sobre el VEGFR-2 (Park y col., 1994). Secuestrando 

al VEGF, el VEGFR-1 reduce el VEGF disponible para unirse al VEGFR-2. Sin embargo, 

hay pruebas que sugieren que el VEGFR-1 es mediador de la migración de macrófagos 
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inducida por el VEGF y de la supresión de la maduración de células dendríticas (Claus y 

col., 1990; Gabrilovich y col., 1996). Así que el VEGFR-1 puede estar involucrado en los 

efectos mediados por el VEGF sobre células distintas de las células endoteliales, tales 

como los macrófagos. El VEGFR-1 también juega un papel importante en la angiogénesis 

producida en condiciones patológicas. El gen del VEGFR-1 también codifica para una 

versión más corta de esta proteína que carece de región transmembrana y de dominio 

intracelular (Kendall y Thomas, 1993). La función de esta forma soluble es desconocida, 

pero parece ser que inhibe la actividad del VEGF. 

El VEGFR-2 también denominado Flk-1 ó KDR se expresa sobre todo en células 

endoteliales vasculares, y es el que ejerce principalmente los efectos biológicos del VEGF 

(Shibuya y Claesson-Welsh, 1999). Tiene una elevada afinidad por el VEGF, una potente 

actividad tirosin quinasa y forma homodímeros. El segundo y tercer dominios 

extracelulares tipo Ig están relacionados con la unión al VEGF, mientras que los dominios 

4-7 tipo Ig están involucrados en la dimerización (Ferrara, 1999; Shibuya, 2001). La unión 

del VEGF al VEGFR-2 y la posterior homodimerización del receptor son esenciales para la 

estimulación de la transducción de señales intracelulares inducidas por el VEGFR-2, que 

es decisiva para la actividad del VEGF. El promotor del gen del VEGFR-2 no posee sitio 

de unión a HIF-1, lo que sugiere que la regulación positiva de este gen por la hipoxia es 

indirecta. La estimulación del gen del VEGFR-2 por el VEGF parece estar mediada por la 

unión del VEGF a este receptor y la activación de rutas de transducción de señales 

intracelulares. El VEGFR-2 es también un receptor para VEGF-C, VEGF-D, y VEGF-E, 

aunque la importancia fisiológica de estos factores está peor definida. 
Las células endoteliales y algunas células tumorales expresan sitios de unión al 

VEGF diferentes al VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3 en su superficie celular, a los que 

sólo se unen algunas isoformas del VEGF (Soker y col., 1996).  Soker y colaboradores 

(1998) identificaron uno de estos receptores específico de isoformas del VEGF como 

neuropilina 1 (NRP-1). El otro receptor, la neuropilina 2 (NRP-2) fue identificada debido a 

su secuencia homóloga con NRP-1 (Neufeld y col., 2002). NRP-1 puede unirse a 

VEGF165, VEGF-B, PLGF-2, y algunas variantes del VEGF-E, mientras que NRP-2 se 

puede unir a VEGF145, VEGF165, PLGF-2 y VEGF-C. Cuando NRP-1 se coexpresa en 

células que poseen  VEGFR-2, NRP-1 estimula la unión del VEGF165 al VEGFR-2 (Soker 

y col., 1998). Se ha hipotetizado que NRP-1 presenta el VEGF165 al VEGFR-2 de manera 

que se estimula la transducción de señales mediada por VEGFR-2 (Soker y col., 1998). 

Esta unión del VEGF165 a NRP-1 explicaría en parte la gran capacidad mitogénica de esta 
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isoforma frente al VEGF121. Los dominios intracelulares de los NRPs son cortos y no son 

capaces de transducir señales biológicas de manera independiente mediante su unión a 

VEGF. 

 

Transducción de señales 

Los efectos del VEGF están mediados por la activación de varias rutas 

intracelulares de transducción de señales después de la unión a los VEGFR. La activación 

de los VEGFR sigue la misma serie de pasos, en general, que la observada con otros  

RTKs: unión del VEGF; dimerización del receptor  del VEGF; activación de la actividad 

del RTK; autofosforilación del receptor  del VEGF. El receptor activado inicia la cascada 

de transducción de señales que producen los efectos del VEGF. 

El VEGFR-1 transduce señales para el crecimiento y la supervivencia de células 

endoteliales y pericitos, así como para la migración de macrófagos mediante la 

autofosforilación inducida por ligando y la activación de proteínas transductoras de señales 

intracelulares. Entre ellas se encuentra la fosfolipasa C (PLCγ1), implicada en la 

proliferación de células endoteliales mediante la activación de la ruta de la proteína 

quinasa de activación mitogénica (MAPK). También se ha descrito la unión de la 

subunidad p85 de la fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K) al VEGFR-1 fosforilado 

(Cunningham y col., 1995). Sin embargo la activación del VEGFR-1 no se relaciona con 

fuertes respuestas biológicas en modelos de líneas celulares endoteliales (Ito y col., 2001).  

Un exhaustivo estudio de las respuestas celulares a la activación del VEGFR-2 ha 

identificado, al menos, 46 moléculas de transducción de señales que sufren una 

fosforilación como respuesta a la unión del VEGF al VEGFR-2, y se ha demostrado, in 

vitro, que el VEGF activa la mayoría de las rutas de transducción de señales identificadas 

hasta la fecha (Bates y Harper, 2002). Sin embargo, la activación de alguna de estas rutas 

puede no ser fisiológicamente relevante y es probable que haya diferentes rutas implicadas 

en diferentes tipos de células (Bates y Harper 2002; Gerwins y col., 2000). Una de las 

funciones importantes del VEGFR-2 es la estimulación de la supervivencia y crecimiento 

celular del endotelio vascular y la promoción de la angiogénesis. La unión del VEGF al 

VEGFR-2 induce la activación de la PLCγ (Fig.6) que hidroliza después el fosfatidil 

inositol  difosfato (PIP2) en la membrana plasmática para producir las moléculas de 

transducción de señales diaciglicerol (DAG) e inositol 1,4,5 trifosfato (IP3). La 

supervivencia de células endoteliales implica la activación de la PI3K y la ruta de la 

proteína quinasa B (PKB, Akt) que también regula la activación de la óxido nítrico sintasa 
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endotelial (eNOS) (Fig.6) (Fulton y col., 1999). La eNOS juega un papel predominante en 

la angiogénesis inducida por VEGF y en la permeabilidad vascular (Fukumura y col., 

2001). La PI3K también activa la ruta p70 S6K, involucrada en la proliferación de las 

células endoteliales (Viñals y col., 1999), y la proteína Rac de unión a guanosín trifosfato 

(GTP), implicada en la regularización de la permeabilidad vascular (Fig.6)  (Ericsson y 

col., 2003). 

El DAG está implicado en la activación de la proteína quinasa C (PKC), en 

particular la isoforma PKCβ. A continuación la PKCβ se fosforila y activa la ruta de las 

MAPK a través de la cascada c-Raf-MEK-ERK estimulando la síntesis  de ADN y la 

proliferación de células endoteliales (Fig.6) (Takahashi y col., 2001). Por otro lado, el 

DAG provoca una mayor perforación de los capilares, lo que a su vez induce una mayor 

permeabilidad vascular, esto parece producirse mediante la activación de canales de 

cationes no selectivos, dando lugar a la entrada de iones de calcio (Bates y Harper, 2002). 

La actividad de quinasas específicas de la familia Src también es esencial  para el 

incremento de la permeabilidad vascular mediada por el VEGF (Fig.6) (Weis y col., 2004). 

Otra proteína implicada en el control de la permeabilidad vascular es la p38 MAPK 

(Issbrucker y col., 2003). El VEGF induce la migración en las células endoteliales 

mediante la activación secuencial de Cdc42 y p38 MAPK (Lamalice y col., 2004) o la 

activación de la quinasa de adhesión focal (FAK) y Paxilina (Fig.6) (Qi y Claesson-Welsh, 

2001).  
Figura 6. Esquema de  las 
vías de señalización del 
VEGFR-2. Tyr1175 (Y1175) 
y Tyr1124 (Y1124) son los 
sitios de autofosforilación 
más importantes del 
VEGFR-2. PLC-γ  se 
activa fosforilándose al 
unirse a Y1175. Y1124 está 
implicado en la activación 
secuencial de Cdc42 y p38 
MAPK. Muchas proteínas 
son activadas por VEGFR-
2, incluyendo FAK, PI3K y 
Src. La activación de estas 
señales de transducción 
conduce a varias funciones 
diferentes en las células 
endoteliales, como 
migración, permeabilidad 
vascular, supervivencia y 
proliferación. 
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Actividad biológica 

El VEGF tiene cuatro actividades biológicas principales que contribuyen todas ellas a 

la inducción de la angiogénesis y que han sido estudiadas exhaustivamente (Ferrara y col., 

2003; Neufeld y col., 2001): 

- Crecimiento y proliferación de células endoteliales vasculares. 

- Migración de células endoteliales vasculares. 

- Supervivencia de células endoteliales inmaduras mediante la prevención de la 

apoptosis. 

- Aumento de la permeabilidad vascular. 

- Vasodilatación. 

Recientemente, también se ha implicado al VEGF en la linfangiogénesis (Nagy y col., 

2002). Además de estas acciones sobre las células endoteliales, existe cierta evidencia de 

efectos sobre otros tipos de células (Ferrara y col., 2003). Entre los efectos observados 

sobre células obtenidas de la médula ósea, se incluyen los siguientes: promoción de la 

quimiotaxis de los monocitos, inhibición de la maduracion de las células dendríticas, 

aumento de la producción de células B y generación de células mieloides inmaduras. El 

VEGF también parece estar involucrado en la supervivencia de las células madre 

hematopoyéticas durante la repoblación hematopoyética (Gerber y col., 2002).  

 

LA FAMILIA DEL FGF 
 

El primer grupo de factores de crecimiento con potencial angiogénico, identificado 

y caracterizado, corresponde a la familia de los FGF o factores de crecimiento con afinidad 

para la heparina. Inicialmente descritos como mitógenos para fibroblastos, estos factores 

son hoy conocidos por ser mitógenos para una gran variedad de células que incluyen 

queratinocitos, osteoblastos inmaduros, oligodendrocitos y células endoteliales. Asimismo, 

los FGF se han visto implicados en diferentes funciones biológicas en distintos tipos 

celulares (Basilico y Moscatelli, 1992; Boilly y col., 2000). 

En el año 1939 se obtuvo la primera evidencia de que extractos de cerebro bovino 

promovían la proliferación de fibroblastos in vitro (Gospodarowicz y col., 1978). El 

término factor de crecimiento para fibroblastos se acuña en 1974, año en el que 

Gospodarowicz descubre que la actividad mitogénica de extractos de cerebro y pituitaria 

bovina se debía a unos polipéptidos que inducían el crecimiento de fibroblastos y 

estimulaban la división de una línea celular de fibroblastos de ratón, células 3T3, a los 
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cuales denominó factores de crecimiento para fibroblastos (FGF). (Gospodarowicz, 1975; 

Lemmon y col., 1982). 

Thomas y colaboradores, también del grupo de Gospodarowicz, hicieron nuevas 

purificaciones para aislar el componente activo de la preparación, consiguiendo el 

aislamiento de una proteína ácida, el factor de crecimiento para fibroblástos ácido (aFGF) 

y de una proteina básica, el factor de crecimiento para fibroblastos básico (bFGF) 

(Gospodarowicz y col., 1978; Maciag y col., 1979; Thornton y col., 1983). Un año más 

tarde, se describieron las estructuras primarias de estas dos proteínas y se confirmó que 

aFGF y bFGF eran dos proteínas distintas aunque bastante similares (Giménez-Gallego y 

col., 1985). Ambas comparten estructuras proteicas idénticas o estrechamente relacionadas 

y presentan una gran afinidad por la heparina y materiales de la matriz extracelular 

(Thornton y col., 1983; Maciag y col., 1984; Shing y col., 1984).  

El conocimiento de la biología, estructura y mecanismo de acción de estas 

moléculas ha sido enorme en los últimos 10-15 años. Otros miembros de la familia de los 

FGF se han ido descubriendo estableciéndose un sistema numérico para denominarlos. El 

aFGF y bFGF se han denominado FGF-1 y FGF-2 respectivamente. Posteriormente se han 

descubierto FGF-3 (INT-2), (Dickson y col., 1984), FGF-4 (K-FGF/HST), (Sakamoto y 

col., 1986) y FGF-5 (Zhan y col., 1988), los cuales se describieron como oncogenes. El 

FGF-6 se identificó con una secuencia base similar a la de FGF-4 (Marics y col., 1989). 

FGF-7 (KGF) se aisló como mitógeno específico de queratinocitos usando las técnicas 

clásicas de purificación de proteínas de los fibroblastos (Burgess y Maciag, 1989; Rubin y 

col., 1989).  FGF-8 fue purificado como un factor de crecimiento inducido por andrógenos 

(Tanaka y col., 1992; Crossley y Martin, 1995; Sun y col., 1999) y FGF-9 se identificó 

como un factor estimulante de las células gliales (Miyamoto y col., 1993; Colvin y col., 

2001). El subgrupo FGF-11-14, parece actuar en dianas intracelulares y su mecanismo de 

acción es todavía desconocido (Grose y Dickson, 2005). El resto de los miembros de la 

familia de los FGF se han ido descubriendo gracias a herramientas bioinformáticas y PCR 

de bases homólogas, de forma que dicha familia es hoy en día una de las mayores familias 

de factores de crecimiento, formada por 23 miembros con un 15-85% de la secuencia 

homóloga (Miyake y col., 1998; Ohbayashi y col., 1998; Lu y col., 1999; Nishimura y col., 

1999; Xu y col., 1999; Yamashita y col., 2000; Kirikoshi y col., 2000; Nakatake y col., 

2001).  

En el embrión, los FGF son los principales reguladores de la comunicación 

mesénquima-epitelio y de la organogénesis, y en la vida adulta los FGF continúan 
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regulando la homeostasis de los tejidos, jugando a su vez un papel importante en la 

cicatrización de las heridas, reparación de los tejidos, metabolismo del colesterol y 

regulación del fosfato sérico. Las alteraciones en la señalización de los FGF pueden causar 

un amplio espectro de enfermedades como síndromes olfatorios, alteraciones esqueléticas, 

trastornos del fosfato y cáncer. La diversidad de estas patologías refleja las funciones 

vitales que los FGF tienen en la biología humana y han sido fundamentales para aumentar 

el conocimiento y  los mecanismos de acción de los FGF. 

Los distintos miembros de la familia de los FGF varían entre ellos de tamaño entre 

los 17-34 KDa. Todos ellos comparten una secuencia de 120 aminoácidos, mostrando 

aproximadamente entre un 16-65% de secuencias idénticas. Están formados por 12 láminas 

β antiparalelas plegadas, organizadas en estructura de pirámide trigonal. La localización y 

conformación de los pliegues de las distintas laminas β es lo que caracteriza a cada FGF. 

Así mismo las regiones C- y  N-terminal de los FGF son muy flexibles y divergentes entre 

ellas, contribuyendo a dicha especificidad (Bikfalvi y col., 1997; Mohammadi y col., 

2005). 

El FGF-1 y el FGF-2 son polipéptidos de cadena simple con 140 y 146 

aminoácidos respectivamente. Ambos FGF son proteínas estructuralmente relacionadas 

con una homología del 55% entre sus secuencias proteicas, lo que indica un gen ancestral 

común (Lemmon y col., 1982; Mohammadi y col., 2005). Otra característica estructural es 

la ausencia de una secuencia guía hidrofóbica para cada uno de los péptidos, por lo que no 

se conoce bien su modo de exportarse, aunque se han descrito nuevos mecanismos que 

explicarían su salida de la célula, como se describe a continuación. 

 

Mecanismos de secreción del FGF 

Hasta la fecha, aún no es bien conocido el mecanismo de secreción de los FGF en 

condiciones fisiológicas. Se ha propuesto que los FGF recién sintetizados en los animales 

adultos, al carecer de una secuencia de secreción, quedarían secuestrados en el interior de 

la célula, y serían liberados al medio extracelular solamente en caso de daño celular. De 

esta manera, la aparición de los FGF en el medio extracelular induciría la división de las 

células allí presentes, provocando así la regeneración del tejido lesionado. También se 

propuso que el heparán sulfato de la matriz extracelular podría ser un mecanismo de 

seguridad adicional para evitar la presencia de FGF libres en los tejidos. En caso de daño 

celular, el FGF secuestrado también podría ser liberado mediante la degradación del 
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heparán sulfato por heparinasas presentes en el medio debido a la rotura celular (Bikfalvi y 

col., 1997; Lemmon y col., 1982; Mohammadi y col., 2005). 

Aún no se ha aclarado la cuestión de como la presencia de FGF en los tejidos de 

forma fisiológica no induce una profunda desorganización, pero existen dos aspectos 

teóricos que podrían contribuir a ello (Wu y col., 2000; Dailey y col., 2005): por una parte, 

la gran afinidad de los FGF al heparán sulfato, componente de la matriz extracelular, 

explica que en el organismo estos factores no se comporten como factores de crecimiento 

solubles, sino como factores inmovilizados. Esta inmovilización no les inactiva por 

completo, pero limita enormemente el número de células a las que pueden acceder. Por 

otro lado, en el organismo, a diferencia de lo que sucede en los estudios in vitro, las células 

están expuestas simultáneamente a la acción de varios factores de crecimiento, por lo que 

la respuesta depende de todo el conjunto de señales que están recibiendo en ese momento 

determinado (Bikfalvi y col., 1997). 

En el caso de los procesos tumorales, los FGF pueden ejercer sus efectos en las 

células endoteliales, siendo responsables de la densa trama vascular necesaria para el 

desarrollo del tumor de un modo paracrino, gracias a la liberación de dichos factores 

secretados por las células tumorales o por las células del estroma, o bien por la 

movilización desde la matriz extracelular. Asimismo, el FGF-2 también puede ejercer su 

acción de forma autocrina desde las células endoteliales, según han demostrado numerosos 

estudios in vitro e in vivo. El gen humano del FGF-2 codifica distintas isoformas con pesos 

moleculares de 18 y 24 KDa. Ambas isoformas presentan actividad angiogénica pero, a 

diferencia de otros FGF, son liberadas por un camino alternativo, vía exocitosis 

independiente del aparato de Golgi. Por otro lado, las isoformas con alto peso molecular 

tienden a localizarse en el núcleo, y las de 18 KDa están en el citosol (Klein y col., 1996).  

 

Receptores del FGF 

Los FGF median su acción uniéndose y activando una familia de cuatro RTKs, 

denominados receptores del factor de crecimiento para fibroblastos (FGFR); estos 

receptores son de alta afinidad para los FGF (Coughlin y col., 1988). Los FGF también se 

unen a la heparina o heparán sulfato proteoglicanos (HSPG), estos receptores son 

receptores de baja afinidad que no transmiten ninguna acción biológica, pero dicha unión 

es imprescindible para la activación de los receptores de alta afinidad (Shing y col., 1984; 

Burgess y Maciag, 1989; Lee y col., 1989; Jaye y col., 1992; Mohammadi y col., 2005). 
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Como todos los RTKs, los cuatro miembros FGFR están compuestos de un dominio 

extracelular de unión al ligando, de un dominio transmembrana y de un tercer dominio 

citoplasmático que contiene la actividad catalítica tirosín quinasa, además de secuencias 

reguladoras adicionales. La región  extracelular de unión al ligando de los FGFR está 

compuesta por tres dominios tipo Ig,  llamados D1-D3, una zona de siete u ocho residuos 

ácidos en la unión entre D1 y D2, llamada “acid box”, y una región cargada positivamente 

en D2, que es el lugar de unión para la heparina (Fig.8) (Shing y col., 1984; Isacchi y col., 

1990; Seno y col., 1990; Givol y Yayon, 1992). 

Los FGFR tienen una variedad de isoformas con un dominio extracelular 

compuesto por dos o tres dominios tipo Ig y formas solubles de FGFR que proceden 

también de distintas formas de segregación en el tercer dominio D3, variando 

significativamente la especificidad del receptor. La forma alternativa de segregación de 

D3, existe en FGFR-1, FGFR-2 y FGFR-3, pero no en el FGFR-4 (Partanen y col., 1991). 

Se sabe que el exón 7 del gen de FGFR-2 codifica la mitad N-terminal de D3, dando lugar 

a la isoforma “a”, mientras que los exones 8 y 9 codifican la mitad C-terminal de D3, 

dando lugar a las isoformas “b” y “c” respectivamente (Miki y col., 1992; Spivak-

Kroizman y col., 1994; Wang y col., 1995). Las distintas isoformas de los FGFR tienen 

distintas especificidades de unión, por ejemplo  FGFR-2b se une al FGF-7 y FGF-10 y no 

al FGF-2, y el FGFR-2c se une al FGF-2 y FGF-18, pero no al FGF-7 ni FGF-10. La tabla 

2 resume la especificidad de los distintos FGFR con los distintos FGF (Lee y col., 1989; 

Givol y Yayon, 1992; Jaye y col., 1992; Ornitz y col., 1996).  

 

FGFR isoformas Ligandos 

FGFR-1b FGF-1, -2, -3 y -10 

FGFR-1c FGF-1, -2, -4, -5 y -6 

FGFR-2b FGF-1, -3, -7, -10, y -22 

FGFR-2c FGF-1, -2, -4, -6, -9, -17 y -18 

FGFR-3b FGF-1 y -9 

FGFR-3c FGF-1, -2, -4, -8, -9, -17, -18, y -23 

FGFR-4 FGF-1, -2, -4, -6, -8, -9, -16, -17, -18, y -19 
 

Tabla 2. Ligandos específicos de las isoformas de los FGFR (Eswarakumar y col., 2005). 
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Asimismo se ha visto que las distintas isoformas pueden expresarse en distintas 

células, así el FGFR-2b se expresa exclusivamente en las células epiteliales, y el FGFR-2c 

en las mesenquimales (Ibrahimi y col., 2004). 

  El papel de los receptores de baja afinidad de heparina ha sido muy discutido desde 

que se descubrió que la heparina promovía la actividad del FGF-1 en las células 

endoteliales (Burgess y Maciag, 1989; Schlessinger y col., 1995). Los modelos iniciales 

presuponían que la heparina/heparán sulfato (HS) interaccionaba únicamente con el FGF, 

interviniendo de las siguientes formas: estabilizando y protegiendo a los FGF de una 

posible degradación térmica, proteolítica o pH-dependiente, o funcionando como 

reservorio de FGF que podría ser liberado para la interacción con FGFR, facilitando la 

unión FGFR-FGF (Shing y col., 1984; Mohammadi y col., 2005). Posteriormente, se ha 

demostrado que el HS es imprescindible para la señalización de los FGF, sugiriendo que 

promueve la unión del FGF-FGFR interaccionando con los dos a la vez (Rapraeger y 

col.,1991; Ornitz y col., 1992). 

La dimerización del receptor, inducida por el ligando, es un requisito fundamental 

para la activación de las proteín quinasas, ya que acerca los dominios citoplasmáticos del 

receptor entre sí, permitiendo su autofosforilación, subsiguiente activación de la tirosín 

quinasa e iniciación de la corriente de señalización (Coughlin y col., 1988; Plotnikov y 

col., 1999; Mohammadi y col., 2005). Se han descrito distintos modelos de dimerización, 

pero todos ellos coinciden en la formación inicial de un dímero de FGF promovido por la 

heparina que posteriormente inducirá la dimerización del FGFR (Plotnikov y col., 1999). 

 

Transducción de señales 

Los FGF, a través de su unión a sus receptores FGFR, activan un gran número de 

moléculas de señalización que desempeñan distintas funciones en procesos del desarrollo 

embriológico y de la homeostasis de los tejidos. Cuando mutan o se expresan 

inadecuadamente, producen diversas patologías que varían desde trastornos morfogénicos 

hasta cáncer (Klint y Claesson-Welsh, 1999; Cross y Claesson-Welsh, 2001). 

La unión del FGF a su receptor activa numerosas vías de transducción de señales que 

son generalmente interdependientes entre ellas. Estudios genéticos y bioquímicos han 

ayudado a dilucidar algunas de las vías activadas simultáneamente por FGF en la mayoría 

de las células. La vía más conocida es la Ras-MAPK (Fig.7) (Halfon y col., 2000; 

Hanafusa y col., 2002). La activación de los FGFR estimula la vía de la PCLγ que permite 

la liberación de calcio intracelular y la regulación del complejo de proteín quinasas 
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dependientes de calcio/calmodulina. También activan la vía de la PI3K/AKT/PKB que 

posee un efecto antiapoptótico (Fig.7). Por último, los FGFR estimulados activan las 

MAPK, una familia de proteínas que incluyen las ERK, responsables de la acción 

mitogénica y de la migración celular. Las MAPK, p38 y JNK, están generalmente 

asociadas a la respuesta inflamatoria, pero la respuesta producida varía en función del tipo 

celular (Jaye y col., 1992).  Las MAPK activadas son transportadas al núcleo donde 

fosforilan los factores de transcripción que van a regular los genes diana (Fig.7). En 

algunas células los FGF también activan las vías Shc y Src (Klint y Claesson-Welsh, 1999; 

Schlessinger, 2000; Hanafusa y col., 2002; Dailey y col., 2005). 

Las diferentes respuestas biológicas producidas por el FGF no pueden ser explicadas 

simplemente por la activación de los receptores, las cascadas de señales de transducción, o 

la modulación de la expresión génica. Todos los pasos que siguen a la unión del ligando y 

la activación del receptor son parte de una complicada red de señalizaciones reguladas por 

múltiples factores, incluyendo la presencia de abundantes moléculas específicas de 

transducción, interacciones con otras vías de señalización, y la disponibilidad de genes 

diana para ser activados o reprimidos. Las respuestas biológicas específicas que posee una 

célula en respuesta al FGF, dependen de la interrelación entre todos estos factores (Dailey 

y col., 2005). 

        
     
Figura 7. Vías de señalización de los FGF. La PLCγ activada produce inositol trifosfato (IP3) y 
diacilglicerol (DAG). El IP3 facilita la salida de calcio del retículo endoplásmico, mientras que el calcio y la 
DAG activan la PKC. La señalización vía  PI3K/AKT/PKB posee efecto antiapoptótico. Las MAPKs 
activadas se translocan al núcleo donde fosforilan factores de transcripción (P) que regulan genes diana. En 
algunos tipos celulares también se fosforilan las proteínas Shc y Src. 
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Actividad biológica 

Existen numerosas evidencias que demuestran que diferentes miembros de la 

familia FGF, pero sobre todo FGF-1 y FGF-2, pueden inducir in vitro un fenotipo pro-

angiogénico en las células endoteliales, similar al proceso angiogénico in vivo (Montesano 

y col., 1986; Gualandris y col., 1996). Dicho proceso incluye la regulación por parte de los 

FGF de la proliferación y migración de las células endoteliales, producción de proteasas e 

integrinas, expresión de receptores de la cadherina y producción de uniones gap 

intercelulares. Se sabe, que la activación de FGFR-1 y FGFR-2 por los factores de 

crecimiento FGF-1, FGF-2 y FGF-4, lleva a la proliferación celular (Presta y col., 2005).  

La degradación de la matriz extracelular representa un paso importante durante la 

primera fase del proceso angiogénico. Los  FGF-1, FGF-2 y FGF-4 estimulan la 

producción de MMP en las células endoteliales, permitiendo la actividad proteolítica en el 

frente de migración de dichas células (Carmeliet, 2000; Cross y Claesson-Welsh, 2001). 

Los FGF-1, FGF-2 y FGF-8b intervienen también en la migración de las células 

endoteliales al estimular la quimiotaxis. La migración y proliferación de las células 

endoteliales está limitada por uniones laterales célula-célula y por interacciones con la 

matriz extracelular, procesos mediados por receptores de cadherinas e integrinas.  El FGF-

2 regula la expresión de diferentes integrinas (αVβ3) y cadherinas. Estos datos sugieren 

que los FGF son capaces de inducir tanto la dispersión de las células endoteliales, 

necesaria para los primeros pasos de la angiogénesis, como su interacción necesaria para la 

formación de nuevos vasos. Lo mismo ocurriría con la matriz extracelular, que en las 

primeras fases es degradada por las proteasas inducidas por los FGF, y posteriormente los 

FGF son capaces de inducir la producción de varios componentes de la matriz extracelular 

que contribuyen a la maduración vascular (Cross y Claesson-Welsh, 2001). 

El FGF-2 y FGF-8b intervienen en la morfogénesis de las células endoteliales 

mediante la activación de la maquinaria proteolítica y el cruce con la vía de señalización 

del receptor VEGFR-1 (Kumar y col., 1998; Cross y Claesson-Welsh, 2001). 

El factor de crecimiento FGF-2, como se describía anteriormente, es un potente 

factor angiogénico, pero también ha demostrado tener capacidad para estimular la 

formación de vasos linfáticos, directamente mediante la estimulación y proliferación de las 

células endoteliales linfáticas o indirectamente aumentado la concentración de otros 

factores linfangiogénicos. 
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El objetivo de este estudio, es evaluar la capacidad angiogénica de células aisladas del 

omentum humano que ayuden a comprender a nivel celular las propiedades de 

revascularización demostradas por el omentum como tejido de implante. Para ello se ha 

planteado: 

 

 El desarrollo de un método sencillo y eficaz para el aislamiento y cultivo de células   

mesoteliales y de células fibroblásticas a partir de muestras de omentum humano. 

 

 El estudio de la morfología y la caracterización de las células obtenidas en los 

cultivos. 

 

 La evaluación de la capacidad angiogénica de las células mesoteliales y de las 

células fibroblásticas, determinando la secreción y expresión de factores 

angiogénicos in vitro, así como su efecto en un modelo experimental de 

angiogénesis in vivo. 

 

 

 



 

 

- MATERIAL Y METODOS - 
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AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CELULAS 
PROCEDENTES DEL OMENTUM  

 

CULTIVOS PRIMARIOS 
 

Las muestras de omentum de un peso aproximado de 20 g a 50 g, fueron obtenidas 

de nueve pacientes sometidos a laparotomía por  diversas patologías benignas, tras firmar 

un consentimiento informado en el Departamento de Cirugía General y Digestiva del 

Hospital Universitario Ramón y Cajal de Madrid. Cinco de los pacientes  eran varones y 

tres eran mujeres, con una media de edad de 32 ± 6 años. Los fragmentos de omentum 

fueron transportados al laboratorio en un recipiente estéril conteniendo Dulbecco´s 

Minimal Essential Médium (DMEM) (Gibco BRL, Paisley, Scotland, UK), suplementado 

al 1% con antibióticos y antimicóticos (penicilina G sódica, 1x104 unidades/ml; 

estreptomicina sulfato, 1x104 µg/ml; anfotericina B, 25 µg/ml) (Gibco BRL) (Fig.8).  

 Para mantener las condiciones de esterilidad se utilizó una campana de flujo 

laminar vertical, donde se realizó una doble digestión enzimática para seleccionar las dos 

poblaciones celulares con las que se realizaron los experimentos. 

     

      

 
Figura 8. a) Fragmento de omentum.  b) Primera digestión enzimática en una solución de colagenasa tipo I 
al 0,075%. 
 
 
Primera digestión enzimática 

El fragmento de omentum se lavó varias veces con DMEM y se procedió a una 

primera digestión enzimática, con colagenasa tipo I (Gibco BRL) al 0,075% en Hanks 

Balanced SALT Solution (HBSS) (Sigma, Saint Louis, MO, USA), durante 30 minutos a 

37ºC. A continuación, se añadió DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino 
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(SFB) (Gibco BRL) y 1% de antibiótico-antimicótico, y se realizó una centrifugación a 300 

x g durante 10 minutos. Tras esta centrifugación se obtuvo por un lado el fragmento de 

omentum parcialmente digerido (zona superior del tubo) y por otro lado un pellet celular 

(zona inferior del tubo). El fragmento de omentum fue retirado para realizar una segunda 

digestión enzimática y continuar con el protocolo de aislamiento celular con el fin de 

obtener células de tipo fibroblástico. El pellet celular se resuspendió con DMEM y se 

recogió para continuar con el aislamiento de las células mesoteliales.  

 

Centrifugación en gradiente de densidad 
El pellet celular recogido tras la primera digestión se centrifugó a 300 x g durante 5 

minutos. A continuación, y tras lavado con DMEM, se descartó el sobrenadante,  

repitiendo este proceso dos veces. Seguidamente, se procedió a la centrifugación en 

gradientes de densidad en Ficoll-paque (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden), para 

descartar los eritrocitos y restos celulares. Se añadieron 4 ml de la suspensión celular sobre 

5 ml de Ficoll en un tubo de 15 ml, teniendo cuidado de no mezclar las dos fases. 

Posteriormente, se centrifugó a 670 x g durante 30 minutos, obteniéndose una fase 

intermedia que contenía las células mononucleares que fueron recogidas y transferidas a 

otro tubo donde se añadió DMEM y se centrifugó 5 minutos a 300 x g. El proceso de 

lavado con DMEM se repitió dos veces. Las células lavadas, se sembraron en un flask de 

cultivo de 25 cm2, utilizando como medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de 

SFB y 1% de antibiótico-antimicótico. A las 2 horas se cambió el sobrenadante a otro flask 

de cultivo de 25 cm2 para descartar algún fibroblasto que pudiera contaminar el cultivo, ya 

que estos se adhieren rápidamente al plástico del flask de cultivo. Una vez finalizado este 

proceso, las células se incubaron en una estufa a 37ºC y  5% de CO2.  

Antes de llegar a confluir, las células se despegaron con tripsina (Sigma) y se 

pasaron a varios flask de cultivo para expandir la población, obteniendo varios subcultivos.  

 

Segunda digestión enzimática 

El fragmento de omentum, parcialmente digerido, se lavó con DMEM y se procedió 

a su disgregación mecánica con unas tijeras estériles (Fig.9a), obteniendo trozos tan 

pequeños como para poder ser aspirados por una pipeta de 10 ml en la campana de flujo 

laminar vertical. Una vez troceada la muestra (Fig.9b), se realizó una segunda digestión 

enzimática con colagenasa tipo I al 0,075% (Fig.10a). Tras esta segunda exposición a la 
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colagenasa, la digestión resultante después de 30 minutos fue completa, obteniéndose una 

papilla.  

Al terminar el tiempo de digestión, se añadió DMEM suplementado con SFB al 

10%, y se realizó una centrifugación a 300 x g 10 minutos; tras esa centrifugación 

(Fig.10b) se descartó la fase grasa (fase superior)  y fue seleccionado el pellet celular.  

 

   
Figura 9.  a) Material estéril para la disgregación mecánica.  b) Muestra de omentum disgregada. 
 

    
 

Centrifugación en gradiente de densidad 
Una vez recogida la suspensión celular tras la segunda digestión, los siguientes 

pasos se realizaron en una campana de flujo laminar horizontal. Se centrifugó la 

suspensión a 300 x g  durante 5 minutos y se lavó el pellet con DMEM. Este proceso se 

repitió dos veces. A continuación, se procedió a la centrifugación en gradientes de 

Figura 10. 
 a) Segunda digestión 
enzimática con una 
solución de colagenasa 
tipo I al 0,075%.    
b) Muestra digerida tras  
30 minutos de 
incubación y 
centrifugación a 300 x g 
10 minutos. 
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densidad en Ficoll, para descartar los eritrocitos y restos celulares, añadiendo 4 ml de la 

suspensión celular sobre 5 ml de Ficoll en un tubo de 15 ml, teniendo cuidado de no 

mezclar las dos fases. Posteriormente, se centrifugó a 670 x g durante 30 min, 

obteniéndose una fase intermedia donde se encuentran situadas las células mononucleares 

que fueron recogidas y transferidas a otro tubo donde se añadió DMEM. Se centrifugó a 

300 x g 5 minutos repitiendo este proceso dos veces. Una vez lavadas las células, se 

sembraron en un flask de cultivo de 25 cm2, utilizando como medio de cultivo DMEM 

suplementado con el 10% de SFB y 1% de antibiótico-antimicótico. Se cambió el 

sobrenadante a las 24 horas, para seleccionar los fibroblastos, ya que estos se adhieren 

rápidamente al plástico del flask de cultivo, de esta manera se descartaron las células que 

todavía seguían en suspensión. Una vez finalizado este proceso, se dejaron incubando las 

células en una estufa a 37ºC y con 5% de CO2. 

 Antes de llegar a confluir, las células se despegaron con tripsina y se pasaron a 

varios flasks de cultivo para expandir la población, obteniendo así varios subcultivos.  

 

SUBCULTIVOS 
 

Cuando los cultivos primarios llegaron a confluir, se procedió a despegar las células 

con tripsina para la obtención de los subcultivos. Este proceso se repitió hasta el 4º 

subcultivo, cuando se emplearon para la realización de los experimentos o se congelaron 

alícuotas para su posterior utilización. 

  

Despegado de las células 

Una vez que los cultivos llegaron a confluir, se procedió a despegar las células. 

Para ello, primero se lavaron con HBSS 3 minutos, para después retirar el HBSS y añadir 

una solución con 0,5% de tripsina  diluida en HBSS, incubando 5 minutos a 37ºC. A 

continuación, se añadió DMEM suplementado con SFB al 10% para parar la reacción. Se 

retiró todo el sobrenadante donde estaban las células despegadas en suspensión y se llevó a 

un tubo estéril para centrifugar 5 minutos a 300 x g, descartando el sobrenadante y 

seleccionando el pellet celular. Posteriormente, se añadió DMEM y se resuspendieron las 

células para lavarlas, centrifugando de nuevo 5 minutos a 300 x g. Este proceso se repitió 

dos veces. Una vez lavadas las células, se procedió a su contaje con un hemocitómetro para 

sembrarlas a una densidad adecuada  para el subcultivo (~5x105 células/flask 75 cm2), para 

utilizarlas en algún experimento o para congelarlas (~1x106 células/vial). 
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Congelación 

Las células fueron sometidas a un proceso de congelación para su posterior 

utilización cuando fuese necesario. Una vez despegadas las células, se contaron y se 

pipeteó el volumen necesario para conseguir 1x106 células; a continuación se centrifugó a 

300 x g 5 minutos, descartando el sobrenadante y resuspendiendo las células con 900 µl de 

SFB en un criotubo, posteriormente se añadieron 100 µl del crioprotector dimetil sulfóxido 

(DMSO) (Sigma). A continuación se colocó el vial en una cubeta de congelación y se 

introdujo en un congelador de -80ºC. A las 24 horas, se pasó el vial a un contenedor de 

nitrógeno líquido donde se conservaron las células hasta su uso, apuntando el pase en el 

que se encontraba el subcultivo. 

 

Descongelación 

Se extrajo el vial de células congeladas del contenedor de nitrógeno líquido y se 

descongelaron rápidamente en un baño a 37ºC. Una vez descongeladas, se pipeteó la 

solución celular pasándola a un tubo estéril donde se añadió lentamente DMEM 

suplementado con SFB al 10%. Posteriormente, se centrifugó a 300 x g durante 5 minutos, 

descartando el sobrenadante y resuspendiendo el pellet celular con DMEM para eliminar 

los restos que pudiesen quedar de DMSO, repitiéndose el proceso dos veces. Una vez 

lavadas, se sembraron en un flask de 75 cm2, al que se le añadió DMEM suplementado con 

SFB al 10% y antibiótico-antimicótico al 1%, llevándolas a un incubador a 37ºC con 5% 

de CO2. 

 

TECNICAS INMUNOCITOQUIMICAS 
 

Para la realización de las técnicas inmunocitoquímicas, las células en cultivo se 

sembraron  sobre cubreobjetos de cristal en una placa multipocillo de 24 pocillos. Los 

anticuerpos primarios utilizados fueron: anticuerpo policlonal anti-FGF-2 (Santa Cruz 

Biotechnology Inc, CA, USA), anticuerpo monoclonal anti-VEGF (Santa Cruz 

Biotechnology), anticuerpo monoclonal anti-pan-citoqueratinas conjugado con 

tioisocianato de fluoresceína (FITC) (Sigma), anticuerpo monoclonal anti-vimentina 

(Dako, Glostrup, Denmark), y anticuerpo policlonal anti-nestina (Chemicon International, 

Temecula, USA).  
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Se utilizaron dos técnicas diferentes para revelar los anticuerpos primarios. Una 

técnica de inmunoperoxidasa para los anticuerpos primarios anti-FGF-2 y anti-VEGF y 

una técnica de inmunofluorescencia para los anticuerpos primarios anti-vimentina, anti-

citoqueratinas y anti-nestina.  

Las células en las que se realizaron las técnicas inmunocitoquímicas para FGF-2 y 

VEGF permanecieron 24 horas antes de fijarlas con DMEM sin SFB ni antibiótico-

antimicótico. 

 

TECNICA DE INMUNOPEROXIDASA 
 

   Las células cultivadas en los cubreobjetos de cristal fueron fijadas con 

paraformaldehído al 4%, durante 10 minutos, lavando a continuación con una solución 

tampón fosfato (PBS) dos veces durante 5 minutos. Seguidamente, se permeabilizaron las 

células con una solución al 0,1% de tritón X-100 (Sigma) y tampón Tris-fosfato (TBS) a 

pH=7,6 durante 5 minutos. Se lavaron dos veces con la solución de TBS, y se procedió a 

incubar durante 15 minutos con una solución de bloqueo al 5% de suero normal de cabra 

(SNC) (Vector, Burlingame, CA, USA) y 0,001% de tritón X-100 en TBS, para inhibir las 

uniones inespecíficas. Seguidamente, se añadió el anticuerpo primario, en su caso el anti-

FGF-2 diluido 1:50, o el anti-VEGF diluido 1:50,  en una solución de TBS al 0,001% de 

tritón X-100 y 5% de SNC, dejándolos toda la noche a 4ºC. Al día siguiente, se procedió a 

realizar dos lavados con TBS, incubando a continuación con los anticuerpos secundarios, 

Biotin conjugated Goat x Rabbit IgG (Zymed, San Francisco, CA, USA) en el caso del  

anti-FGF-2, y  Biotin conjugated Goat x Mouse IgG (Zymed) en el caso del anti-VEGF, 

durante 45 minutos a temperatura ambiente. Una vez terminada la incubación, se realizaron 

dos lavados con TBS antes de añadir el complejo avidina-biotina (ABC) (ABC Staining 

System; Santa Cruz Biotechnology), para amplificar la señal, dejándolo 45 minutos a 

temperatura ambiente, y realizando después los correspondientes lavados con TBS. Para el 

revelado se utilizó  un cromógeno, el tetrahidrocloruro de 3-3’ diaminobencidina (DAB) 

(DAB Substrate System; Dako), que actúa como substrato para la peroxidasa conjugada 

con los anticuerpos secundarios. Esto da lugar a un precipitado insoluble y coloreado, 

revelando de esta manera los sitios a los que el anticuerpo primario se ha unido. Dejamos 

actuar la DAB durante 3 minutos, parando la reacción con agua destilada. Una vez 

revelados, los cubreobjetos se sumergieron durante 5 segundos en hematoxilina (Dako) 

para dar una coloración de contraste. Después, se realizó la deshidratación sumergiendo los 
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cubreobjetos, primero en alcohol al 96%, después en alcohol al 100% y por último en xilol 

para poder montar los cubreobjetos en portaobjetos con medio de montaje DePeX (BDH, 

Poole, Inglaterra).  Una vez montados, los cubreobjetos se fotografiaron con una cámara 

fotográfica Olympus C5060  en un microscopio óptico. 

 Los controles negativos se hicieron en cubreobjetos que fueron incubados sin el 

anticuerpo primario, realizando el resto del protocolo de la misma manera.  

 

TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA 
 

Las células cultivadas en los cubreobjetos de cristal fueron fijadas con 

paraformaldehído al 4%, durante 10 minutos, lavando a continuación con PBS dos veces 

durante 5 minutos. Luego, se permeabilizaron las células con una solución al 0,1% de 

tritón X-100 y TBS a pH=7,6 durante 5 minutos, y se lavaron dos veces con la solución de 

TBS. Posteriormente, se incubaron durante 15 minutos con una solución de bloqueo al 5% 

de SNC y 0,001% de tritón X-100 en TBS, para inhibir las uniones inespecíficas. Después 

se añadió el anticuerpo primario anti-nestina diluido 1:50  en una solución de TBS al 

0,001% de tritón X-100 y 5% de SNC, dejándolo toda la noche a 4ºC. Al día siguiente se 

procedió a realizar dos lavados con TBS, incubando a continuación con el anticuerpo 

secundario Alexa fluor 488 chicken anti-rabbit IgG (Molecular Probes, Eugene, Oregon, 

USA) durante 45 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz; una vez terminada 

la incubación se realizaron dos lavados con TBS, y se procedió a su montaje en 

portaobjetos con el medio acuoso Mowiol (Sigma) conteniendo colorante Hoescht 

(Sigma), un colorante vital que tiñe inespecíficamente todos los núcleos celulares. Los 

resultados se analizaron y fotografiaron con una cámara fotográfica Olympus C5060  en el 

microscopio de fluorescencia. Las imágenes obtenidas se procesaron con el programa 

informático Adobe Photoshop CS2 (Adobe systems incorporated, USA) para combinarlas. 

Los controles negativos se hicieron en cubreobjetos que fueron incubados sin el 

anticuerpo primario, realizando el resto del protocolo de igual modo.  

 

 



                                                                                  Material y Métodos 
 

 - 47 -

TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA DOBLE 
 

Se realizó un doble marcaje en las células con los anticuerpos primarios, anti-pan 

citoqueratinas, y anti-vimentina. Las células cultivadas en los cubreobjetos de cristal 

fueron fijadas con paraformaldehído al 4%, durante 10 minutos, lavando a continuación 

con PBS dos veces durante 5 minutos. Luego se permeabilizaron las células con una 

solución al 0,1% de tritón X-100 y tampón TBS a pH=7,6 durante 5 minutos, y se lavaron 

dos veces con la solución de TBS. A continuación, se procedió a incubar durante 15 

minutos con una solución de bloqueo al 5% de SNC y 0,001% de tritón X-100 en TBS, 

para inhibir las uniones inespecíficas. Después, se añadió el anticuerpo primario policlonal 

anti-pan citoqueratinas conjugado con FITC diluido 1:50 en una solución de TBS al 

0,001% de tritón X-100 y 5% de SNC, dejándolo durante 1 hora a temperatura ambiente. 

Pasado este tiempo, se realizaron dos lavados con TBS, y se añadió el otro anticuerpo 

primario anti-vimentina diluido 1:100  en una solución de TBS al 0,001% de tritón X-100 

y 5% de SNC, incubando toda la noche a 4ºC. Al día siguiente se  realizaron dos lavados 

con TBS, incubando a continuación con el anticuerpo secundario Alexa fluor 594 chicken 

anti-mouse IgG durante 45 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz. Una vez 

terminada la incubación se realizaron dos lavados con TBS, y se procedió al montaje de los 

cubreobjetos en portaobjetos con medio acuoso Mowiol conteniendo colorante Hoescht. 

Los resultados se analizaron y fotografiaron con una cámara fotográfica Olympus C5060  

en el microscopio de fluorescencia. Las imágenes obtenidas se procesaron con el programa 

informático Adobe Photoshop CS2 (Adobe systems incorporated, USA) para combinarlas. 

Los controles negativos se hicieron en cubreobjetos que fueron incubados sin los 

anticuerpos primarios, realizando el resto del protocolo del mismo modo.  

 

CITOMETRIA DE FLUJO 
 

 La citometría de flujo se realizó en un citómetro de flujo FACSort 

(Becton/Dickinson Biosciences; BDB, San José, CA, USA) con dos láseres de emisión a 

488 nm y 650 nm y cuatro detectores de fluorescencia (FL1, FL2, FL3, y FL4). Las células 

fueron marcadas con anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos. Los 

anticuerpos monoclonales utilizados fueron los siguientes: CD45 conjugado con FITC 

(Serotec, Oxford, UK); CD117 conjugado con ficoeritrina (PE) (BDB); HLA-DR 
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conjugado con proteína clorofila peridinina (PercP) (BDB); CD34 conjugado con 

aloficocianina (APC) (BDB); CD34 conjugado con FITC (BDB); CD34 conjugado con PE 

(BDB) y CD13 conjugado con PE (Dako). 

Aproximadamente 1x106 células fueron incubadas en suspensión a temperatura 

ambiente durante 10 minutos con los anticuerpos mencionados. Los controles negativos 

fueron realizados con un control de isotipos de inmunoglobulinas de ratón. La adquisición 

de los datos fue realizada con el citómetro FACSort, utilizando como soporte informático 

el programa CELLQuest PRO (BDB) adquiriendo al menos 2x104 eventos por tubo. El 

análisis de los datos se realizó con el programa informático Paint-A-Gate (BDB). Para 

evaluar cuantitativamente  la expresión de los antígenos utilizados, se calculó la media de 

la intensidad de fluorescencia (MFI), expresada en unidades lineales y arbitrarias, en una 

escala de 0 a 1023. Una población celular fue considerada como positiva para un marcador 

determinado cuando su MFI era mayor que la MFI más tres veces la desviación estándar de 

la autofluorescencia obtenida para la misma población célular.  

  

VALORACION DE LAS CONCENTRACIONES DE FGF-2 Y 
VEGF EN LOS CULTIVOS CELULARES 

 

Se valoraron las concentraciónes de FGF-2 y VEGF en los sobrenadantes de los 

medios de cultivos de células mesoteliales y células fibroblásticas mediante un ensayo de 

inmumoabsorbancia (ELISA). Para ello se sembraron las células en una placa multipocillo 

de 24 pocillos a una densidad de 20x104 células por pocillo, dejándolas proliferar 4 días. El 

medio de cultivo utilizado fue DMEM, SFB al 10% y antibiótico-antimicótico al 1% y se 

cambió cada dos días. Una vez pasados los 4 días, el medio de cultivo se cambió por 

DMEM sin SFB ni antibióticos durante 24 horas, tras las cuales se retiró el DMEM de los 

pocillos recogiéndose en tubos de centrífuga, y se centrifugó a 300 x g durante 10 minutos 

para eliminar restos celulares. Terminada la centrifugación, se recogió el sobrenadante y se 

congeló a -20ºC hasta su utilización. 

Para medir la concentración de FGF-2 y VEGF que tenían los sobrenadantes de los 

medios de cultivos, se descongelaron las muestras y se realizaron ELISAs para el FGF-2  y 

para el VEGF empleando sendos kits comerciales, siguiendo las instrucciones del 

fabricante (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). La absorbancia se determinó en un 

lector de placas a una longitud de onda de 490 nm para el FGF-2 y a una longitud de onda 
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de 450 nm para el VEGF. Los datos se expresaron en pg de proteína por ml. Como medio 

control se utilizó DMEM. 

  

ANGIOGENESIS in vivo 
 

Los estudios realizados con animales fueron realizados de acuerdo con las normas 

establecidas por la Unión Europea para el manejo y manipulación de animales de 

experimentación. 

Para el estudio de angiogénesis in vivo, se utilizaron 17 ratas Sprague-Dawley de 

250-300 g. Para anestesiarlas, se les inyectó por vía intraperitoneal una mezcla de ketamina 

(Pfizer, Alcobendas, España) (25 mg/ml), valium (Roche Farma, Leganes, España) (2 

mg/ml) y atropina (B.Braun medical s.a., Rubí, España) (0,1 mg/ml) a una dosis de 3 

ml/Kg. A continuación, se realizó un implante de esponjas de colágena estériles de 

10x10x10 mm (Curaspon Dental, Clinimed Holding, Zwanenbourg, Holanda) (Fig.11), en 

un bolsillo subcutáneo abierto en la zona dorsal (Fig.12). 

 Las esponjas contenían los siguientes tratamientos: 

Grupo A (n=9), grupo vehículo, 200 µl de DMEM. 

Grupo B (n=4), 200 µl de una suspensión celular con 75x103 células mesoteliales en 

DMEM. 

Grupo C (n=4), 200 µl de una suspensión celular con 75x103 células fibroblásticas 

en DMEM. 

Con la finalidad de que se absorbiese todo el volumen añadido a las esponjas, estas 

se incubaron con los tratamientos durante 2 horas  en condiciones estériles, en un 

incubador a 37ºC y 5% de CO2. 

Una vez implantada la esponja se suturó la piel. Tras 7 días de evolución, los 

animales se volvieron a anestesiar, y las esponjas fueron extraídas para su estudio 

histológico. 
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Figura 11. a) Esponja de colágena estéril de 10x10x10 mm. b) Tratamiento aplicado a la esponja en un 
volumen de 200 µl. c) Esponja con el tratamiento absorbido tras 2 horas de incubación. 
 
 

     
 

HISTOLOGIA 
 

FIJACION E INCLUSION EN PARAFINA 
 

Tras su extracción, las esponjas fueron fijadas por inmersión en paraformaldehído 

al 4% durante 3 días, antes de su inclusión en parafina. Para ello, se realizaron dos lavados 

de 30 minutos en PBS. A continuación, se deshidrataron las muestras con diferentes 

lavados en alcohol a concentraciones crecientes: dos lavados de 30 minutos en alcohol al 

70%, seguidos de dos lavados de 30 minutos en alcohol al 80%, y del mismo modo con 

alcohol al 96% y con alcohol al 100%. Después, se pasaron las muestras a xilol durante 

Figura 12.  
a) Incisión 
superficial en 
el dorso de la 
rata. 
 b) Realización 
del bolsillo 
subcutáneo. 
 c) Implante 
subcutáneo de 
la esponja. 
 d) Sutura del 
bolsillo 
subcutáneo. 
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aproximadamente 1 hora, realizando dos cambios hasta que las muestras comenzaron a 

transparentarse, momento en el que se pasaron al primer baño en parafina en una estufa a 

60ºC; pasadas 2 horas, se cambiaron al segundo baño en parafina en una estufa a 60ºC, 

dejándolas durante toda la noche. Al día siguiente, se pasaron las muestras a unos moldes 

donde se realizó un tercer baño de parafina en una estufa a 60ºC. Con esa misma parafina 

se hicieron los bloques para poder cortarlos en el microtomo. Para ello, se sacaron de la 

estufa y se enfriaron en hielo, de manera que solidificase la parafina.  

 Una vez realizados, los bloques de parafina se cortaron en el microtomo en 

secciones de 5 a 7 µm; los cortes se pusieron en un baño con agua destilada a 45ºC, y se 

recogieron en portaobjetos de silano, almacenándolos en una estufa a 37ºC, hasta que se 

colorearon con hematoxilina-eosina, o se realizaron las  técnicas inmunohistoquímicas. 

 

COLORACION CON HEMATOXILINA-EOSINA 
 

 Para la coloración de los cortes con hematoxilina-eosina, se procedió a la 

desparafinización de los cortes, sumergiendo los portaobjetos en una cubeta con xilol 

durante 10 minutos, dos veces. A continuación, se rehidrataron sumergiéndolos durante 5 

minutos en cubetas con alcoholes de concentración decreciente, comenzando con alcohol 

al 100%, siguiendo con alcohol al 96%, alcohol al 80%, alcohol al 70%,  y alcohol al 50%, 

pasando por último a una cubeta con agua destilada.  

Una vez  rehidratados los cortes, se sumergieron en una cubeta con hematoxilina de 

Harris (Merck, Damstadt, Germany)  durante 7 minutos. A continuación, se pasaron a una 

cubeta con agua 5 minutos y se sumergieron en solución etanol-clorhídrico (ácido 

clorhídrico 0,07 N en etanol al 70%) durante 30 segundos. Seguidamente se lavaron con 

agua y se sumergieron en bicarbonato sódico durante 30 segundos, pasándolos a agua de 

nuevo durante 5 minutos, y posteriormente a alcohol al 80% otros 5 minutos. Después, se 

sumergieron en eosina 3 minutos, pasándolos después a alcohol al 96% 5 minutos, alcohol 

al 100% 5 minutos, y xilol durante 10 minutos; por último se montaron los portaobjetos 

cubriéndolos con un cubreobjetos de cristal con medio de montaje DePeX. Una vez 

montados, los cortes histológicos se analizaron y fotografiaron con una cámara fotográfica 

Olympus C5060  en el microscopio óptico. 
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TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA 
  

 Los anticuerpos primarios utilizados fueron los siguientes: anticuerpo monoclonal 

anti-Ki67 (Dako),  anticuerpo monoclonal anti-CD34 humano, y anticuerpo monoclonal 

anti-citoqueratinas humano, clon AE1/AE3 (Dako). 

Para la realización de las técnicas inmunohistoquímicas, se pusieron los cortes 

histológicos en una estufa a 60ºC durante 30 minutos. Después se procedió a desparafinar, 

sumergiendo los portaobjetos en una cubeta con xilol durante 10 minutos, dos veces. A 

continuación se rehidrataron sumergiéndolos en cubetas con alcoholes de concentración 

decreciente, comenzando con alcohol al 100% 5 minutos, siguiendo con alcohol al 96% 5 

minutos, alcohol al 80% 5 minutos, alcohol al 70% 5 minutos,  y alcohol al 50% 5 

minutos, pasando por último a una cubeta con agua destilada. El desenmascaramiento 

antigénico se realizó introduciendo los cortes histológicos en una olla a presión, en una 

solución de citrato sódico a pH=6, dejándolos durante 3 minutos a máxima presión, 

esperando después unos 45 minutos a que los cortes se atemperen para poder continuar con 

el protocolo. A continuación, se hicieron dos lavados antes de poner los cortes en una 

cubeta con una solución de metanol con agua oxigenada al 0,5% durante 10 minutos para 

inhibir las peroxidasas endógenas que pudieran dar lugar a falsos positivos. Terminado este 

paso, se realizaron dos lavados en TBS a pH=7,6 y  se procedió a incubar durante 1 hora 

con una solución de bloqueo al 5% de SNC y 0,001% de tritón X-100 en TBS, para inhibir 

las uniones inespecíficas. Terminada la incubación con  la solución de bloqueo, se 

procedió a añadir los anticuerpos primarios: anticuerpo monoclonal anti-Ki67 dilución 

1:50, anticuerpo monoclonal anti-CD34 humano 1:50, o anticuerpo monoclonal anti-

citoqueratinas humano 1:50 y se incubaron durante toda la noche a 4ºC. Al día siguiente, se 

lavaron los cortes histológicos dos veces con TBS, antes de añadir el anticuerpo secundario 

que, para estos tres anticuerpos primarios, fue el mismo: Biotin conjugated Goat x Mouse 

IgG, y se incubaron 1 hora a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo se lavaron dos 

veces con TBS, y se añadió el complejo ABC, para amplificar la señal, dejándolo a 

temperatura ambiente 1 hora; posteriormente se realizaron dos lavados con TBS. Para el 

revelado se empleó DAB, dejándola actuar durante 7 minutos, parando la reacción con 

agua. Para la coloración de contraste, se sumergieron los cortes durante 30 segundos en 

hematoxilina, antes de proceder a la deshidratación, sumergiendo los cortes histológicos, 

primero en alcohol al 96% durante 5 minutos, después en alcohol al 100% 5 minutos y por 

último en xilol 20 minutos, para poder montar los portaobjetos con medio de montaje 
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Figura 13. Contaje del número de vasos 
en una imagen adquirida con el   
programa de histomorfometría Motic 
Images Advanced 3.0. 

DePeX. Una vez montados los portaobjetos se analizaron y fotografiaron con una cámara 

fotográfica Olympus C5060 en el microscopio óptico. 

 Los controles negativos se hicieron en cortes histológicos que fueron incubados sin 

el anticuerpo primario, realizando el resto del protocolo por igual.  

 

EVALUACION DE LA NEOVASCULARIZACION 
  

 Los cortes histológicos teñidos con 

hematoxilina-eosina, tanto de las esponjas con 

vehículo como de los grupos de las esponjas con 

células mesoteliales o fibroblásticas, fueron 

analizados para determinar el número de vasos 

sanguíneos y el porcentaje del área de 

vascularización. Para ello se cogieron 3 

preparaciones histológicas de cada esponja y se 

adquirieron, con una resolución de 800x600 píxeles, 

cinco campos visuales con el objetivo x20 del 

microscopio óptico  usando la cámara MoticCam 1300 (Micro-Optic Industrial Group Co., 

Ltd) con el programa informático de histomorfometría Motic Images Advanced 3.0 

(Micro-Optic Industrial Group Co., Ltd). Una vez adquiridas todas las imágenes, se 

procedió a realizar las medidas con el programa Motic Images Advanced 3.0 (Fig.13).  

 

ANALISIS ESTADISTICO 
 

El programa informático InStat 2.0 (GraphPad software, Inc. San Diego, USA) fue 

utilizado para realizar los análisis estadísticos. Se efectuaron dos tipos de análisis 

estadísticos. Cuando se analizaron dos grupos se empleó el análisis t de Student, análisis 

paramétrico que asume poblaciones gaussianas y con iguales desviaciones estándar. 

Cuando se analizaron más de dos grupos se empleó un análisis de la varianza (ANOVA) de 

un factor, utilizando el post-test Student-Newmann-Keuls. Se consideró un valor de p 

inferior a 0,05 (p<0,05) como significativo, un valor de p inferior a 0,01 (p<0,01) como 

muy significativo y un valor de p inferior a 0,001 (p<0,001) como extremadamente 
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significativo. Los resultados fueron representados como la media ± el error estándar de la 

media (SEM). 



 

 

- RESULTADOS - 
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CULTIVOS CELULARES 
 

MORFOLOGIA CELULAR 
 

Células mesoteliales 

 Las células mesoteliales obtenidas tras la primera digestión enzimática de las 

muestras de omentum mostraron una gran capacidad de proliferación, llegando a confluir 

entre los días 4 y 6, y se expandieron hasta el quinto subcultivo. Al confluir, estas células 

presentaban una morfología típica de empedrado en un microscopio de contraste de fases 

(Fig.14b). No se observaron grandes diferencias entre el primer y cuarto subcultivo, 

aunque a partir del tercero, comenzaron a aparecer algunas células grandes y 

polinucleadas; esta morfología es típica de células senescentes (Fig.14d). 

 

 
 
Figura 14.  Fotografías de cultivos de células mesoteliales.  Microscopía de contraste de fases. a) Cultivo de 
células mesoteliales en expansión. b) Cultivo de células mesoteliales donde se aprecia  la forma de 
empedrado que adquieren las células al confluir. c) Morfología cuboidal de las células mesoteliales. d) 
Célula polinucleada de gran tamaño (morfología típica  de célula senescente). 
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Células de tipo fibroblástico 
 
 En los cultivos de tipo fibroblástico, aislados después de una segunda digestión de 

la muestra de omentum, y tras cambiar el medio a las 24 horas para seleccionar las células 

adherentes, se comprobó como su capacidad de proliferación hasta llegar a confluir fue de 

4 a 6 días, similar a las células mesoteliales; en algunos subcultivos este periodo de tiempo 

llegó a los 8, 9 días. Poseen una morfología fusiforme típica de fibroblastos. En el cultivo 

primario las células eran pequeñas, entrelazándose unas con otras al llegar a confluir 

(Fig.15a), mientras  que en los subcultivos se observó como las células iban aumentando su 

tamaño. También se obtuvieron algunos cultivos mixtos (Fig.15d), apreciándose las 

diferencias en la morfología de estos dos tipos celulares. Estos cultivos no fueron 

utilizados para la realización de los experimentos. 

 

 
 
Figura 15.  Fotografías de cultivos de células fibroblásticas. Microscopía de contraste de fases. a) Cultivo 
de células fibroblásticas entrelazadas al llegar a confluir en el cultivo primario. b) Cultivo de células 
fibroblásticas donde se aprecia la morfología fusiforme. c) Fotografía de una célula fibroblástica. d) Cultivo 
mixto de fibroblastos y células mesoteliales. En esta fotografía podemos apreciar la diferencia de tamaño y  
morfología de los dos tipos celulares. 
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EXPRESION DE FILAMENTOS INTERMEDIOS 
 

Células mesoteliales 

 En los resultados obtenidos con la técnica de la inmunofluorescencia doble 

realizada para citoqueratinas y vimentina, se comprobó que todos los cultivos de células 

mesoteliales coexpresaban ambos filamentos intermedios, tanto en el cultivo primario 

como en el resto de los subcultivos (Fig.16c). Estos estudios confirmaron el fenotipo típico 

de las células mesoteliales, como es poseer características de células epiteliales (expresión 

de filamentos intermedios de citoqueratinas) y de células mesenquimales (expresión de 

filamentos intermedios de vimentina).   

 Por otra parte, se comprobó la existencia de algunas células en estos cultivos que 

expresaban intensamente filamentos intermedios de nestina (Fig.16d y 16e).  

 

Células de tipo fibroblástico 

 La técnica de la inmunofluorescencia doble, realizada para citoqueratinas y 

vimentina, reveló que los cultivos de células de tipo fibroblástico expresaban  vimentina y 

no expresaban citoqueratinas, confirmándose esta característica de las células 

mesenquimales, aunque se observó la presencia de un escaso número de células positivas 

para vimentina y citoqueratinas (Fig.17c). 

La técnica de inmunofluorescencia, realizada para la detección de nestina, resultó 

positiva en algunas células del cultivo, como ocurrió con las células mesoteliales (Fig.17d 

y 17e).  

La siguiente tabla muestra la expresión de los filamentos intermedios de las células 

en cultivo.  

 

Filamentos 

intermedios 

Células 

mesoteliales 

Células 

fibroblásticas 

Vimentina +++ +++ 

Citoqueratinas +++ + 

Nestina + + 
 

Tabla 3.  En esta tabla se resume la detección de filamentos intermedios observada en  las células en 
cultivo, tanto en los cultivos de células mesoteliales como en los cultivos de las células fibroblásticas. +++ 
Indica expresión  en 100% de las células del cultivo. + Indica <5% de expresión en  las células del cultivo. 
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Figura 16. Visualización de la expresión de vimentina y citoqueratinas en cultivos de células mesoteliales 
mediante la técnica de inmunofluorescencia doble. Microscopía de fluorescencia. a) Expresión de vimentina 
(rojo), observándose que todas las células son positivas para este filamento intermedio; los núcleos 
marcados con Hoescht aparecen en azul. b) Expresión de citoqueratinas (verde), observándose que todas las 
células son positivas para este filamento intermedio; los núcleos marcados con Hoescht pueden verse en 
azul. c) Combinación de las fotografías a) y b) donde se observa la expresión de vimentina y citoqueratinas 
en la misma imagen. Las células que coexpresan ambos filamentos intermedios muestran un color amarillo 
como consecuencia de la fusión de ambas fluorescencias; como se puede ver todas las células coexpresan 
vimentina y citoqueratinas; los núcleos marcados con Hoescht pueden verse en azul. d) Se puede observar la 
expresión de nestina (verde) en algunas células mesoteliales; los núcleos marcados con Hoescht aparecen en 
azul. e) Expresión de nestina (verde) en algunas células mesoteliales vistas a mayor aumento.    
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Figura 17. Visualización de la expresión de vimentina y citoqueratinas en cultivos de células fibroblásticas 
mediante la técnica de inmunofluorescencia doble. a) Expresión de vimentina (rojo), observándose que todas 
las células son positivas para este filamento intermedio; los núcleos marcados con Hoescht pueden verse en 
azul. b) Expresión de citoqueratinas (verde), observándose una célula  positiva para este filamento 
intermedio; los núcleos marcados con Hoescht se visualizan en azul. c) Combinación de las fotografías a) y 
b) donde se observa la expresión de vimentina y citoqueratinas en la misma imagen. La célula que coexpresa 
ambos filamentos intermedios muestra un color amarillo como consecuencia de la fusión de ambas 
fluorescencias; como se puede ver solo hay una célula que coexpresa vimentina y citoqueratinas; los núcleos 
marcados con Hoescht aparecen en azul. d) Se puede observar la expresión de nestina (verde) en algunas 
células fibroblásticas; los núcleos marcados con Hoescht pueden verse en azul. e) Fotografía a mayor 
aumento de la zona recuadrada en la fotografía d) donde puede verse en detalle la expresión de nestina 
(verde) en una célula fibroblástica; los núcleos marcados con Hoescht aparecen en azul.    
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EXPRESION DE MARCADORES  
 

Células mesoteliales 

 Al analizar las células mesoteliales por citometría de flujo, se observó que estas 

células se distribuían de manera homogénea como una única población celular. Fueron 

negativas para los marcadores CD34 (antígeno de membrana que se expresa 

selectivamente en células progenitoras hematopoyéticas humanas), CD13 (aminopeptidasa 

N, es una peptidasa que se encuentra en la membrana de algunos tipos celulares), CD45 

(marcador pan-leucocitario), CD117 (receptor tirosin quinasa que se suele utilizar para 

identificar células progenitoras de la médula ósea) y HLA-DR (molécula de 

histocompatibilidad tipo II) en todos los subcultivos analizados (Fig.18).  

 

Células de tipo fibroblástico 

 Al analizar las células fibroblásticas por citometría de flujo, también se observó una 

distribución homogénea de las células como una única población celular. Fueron negativas 

para los marcadores CD45, CD117 y HLA-DR, y positivas para CD13 y CD34 en todos 

los subcultivos (Fig.19). Se utilizó el CD34 conjugado con varias fluorescencias para 

corroborar los resultados obtenidos con este marcador. 

La siguiente tabla muestra la expresión de los marcadores detectados por citometría 

de flujo en los cultivos celulares. 

 

 Células  

Mesoteliales 

Células 

 fibroblásticas 

CD45 - - 

CD117  - - 

HLA-DR - - 

CD34-FITC X + 

CD34-PE - + 

CD34-APC - + 

CD13  - + 
 
Tabla 4.  En esta tabla, se resume la expresión  de  los marcadores  utilizados en  la citometría de flujo en 
los cultivos de células mesoteliales y en los cultivos de las células fibroblásticas. + Indica >90%  expresión 
del marcador. - Indica ausencia de expresión del marcador. X Indica la no utilización de ese marcador.  
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Figura 18.  Diagramas de dispersión e histogramas representativos de los resultados obtenidos en la 
citometría de flujo realizada con las células mesoteliales. En el primer diagrama de dispersión se puede ver 
el tamaño y complejidad de las células, observándose una distribución homogénea, como corresponde a una 
única población celular. En el segundo y tercer diagrama de dispersión se puede observar como la  
población celular es negativa para CD34 (rojo) y para CD13 (verde), representado también en los 
histogramas inferiores, en donde se puede ver como el marcador es negativo respecto a la autofluorescencia 
basal de estas células (gris). En los siguientes tres histogramas se puede ver como las células mesoteliales 
son negativas para CD117, CD45 y HLA-DR (negro).  
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Figura 19.  Diagramas de dispersión  e histogramas representativos de los resultados obtenidos en  la 
citometría de flujo realizada con las células fibroblásticas. En el primer diagrama de dispersión se puede ver 
el tamaño y complejidad de las células, observándose una distribución homogénea, como corresponde a una 
única población celular. En el segundo y tercer diagrama de dispersión se observa el marcaje positivo en la 
población celular para CD34 (rojo) y para CD13 (verde), representado también en los histogramas 
inferiores, en donde se puede ver la positividad del marcador respecto a la autofluorescencia basal de estas 
células (gris). En los tres histogramas siguientes se puede ver como la población de células fibroblásticas es 
negativa para CD117, CD45 y HLA-DR (negro). 
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EXPRESION DE FGF-2 Y VEGF 
 
 Los ensayos realizados con la técnica de la inmunoperoxidasa revelaron que tanto 

las células mesoteliales como las células fibroblásticas expresaban FGF-2 y VEGF 

(Fig.20). En el caso del FGF-2, se detectaron células, tanto mesoteliales como 

fibroblásticas, que mostraban una localización nuclear de este factor (Fig.20a y 20c).  

 

 
Figura 20. Fotografías que muestran la expresión de FGF-2 y VEGF en células mesoteliales y  
fibroblásticas en cultivo. Microscopía óptica. a) Expresión de FGF-2 en células mesoteliales (células teñidas 
de marrón) donde se puede ver su localización nuclear en alguna célula del cultivo como indican las flechas. 
b) Expresión de VEGF en células mesoteliales (células teñidas de marrón). c) Expresión de FGF-2 en 
células fibrolásticas (células teñidas de marrón) donde se puede ver su localización nuclear en varias 
células del cultivo como indican las flechas. d) Expresión de VEGF en células fibroblásticas (células teñidas 
de marrón).  
  
 

VALORACION DE LAS CONCENTRACIONES DE FGF-2 Y VEGF 
 

 Mediante los ensayos de inmunoabsorbancia (ELISA), se demostró la producción y 

liberación al medio de FGF-2 y VEGF por las células mesoteliales y las células 

fibroblásticas. Tanto en los sobrenadantes de los cultivos de células mesoteliales como en 
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los de las células fibroblásticas se obtuvieron concentraciones más elevadas de VEGF que 

de FGF-2 (Tab.5). 

Al comparar las concentraciones obtenidas para FGF-2 y VEGF en los cultivos de 

las células mesoteliales con la obtenida en los cultivos de las células fibroblásticas, se 

observó una concentración de FGF-2 significativamente más elevada en los cultivos de las 

células mesoteliales (Fig.21a). Sin embargo, en los sobrenadantes de los medios de 

cultivos de células fibroblásticas se obtuvieron concentraciones medias de VEGF 

significativamente más altas que en las células mesoteliales (Fig.21b). 

 La siguiente tabla muestra las concentraciones de FGF-2 y VEGF obtenidas en los 

sobrenadantes de los medios de cultivo. 

  

 Células mesoteliales Células fibroblásticas 

FGF-2 pg/ml 10,23 ± 3,16 ** (10) 1,62 ±  0,39 (14) 

VEGF pg/ml 32,20 ± 6,72 (14) 57,92 ±  6,71* (19) 

 

Tabla 5. En esta tabla se muestran las medias +/- SEM  de las concentraciones obtenidas para FGF-2 y 
VEGF en pg/ml. Entre paréntesis se indica el número de muestras valoradas procedentes de los cultivos de 
células mesoteliales obtenidos de 3 pacientes y de los cultivos de células fibroblásticas obtenidos de 3 
pacientes. *Indica una p<0,05, **indica una p<0,01 mediante un análisis t de Student no pareado. 
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Figura 21. a) Comparación de las concentraciones de FGF-2 en los sobrenadantes de medios de cultivo de 
células mesoteliales y de células fibroblásticas. b) Comparación  de las concentraciones de VEGF en los 
sobrenadantes de medios de cultivo de células mesoteliales y de células fibroblásticas. Entre paréntesis se 
indica el número de muestras valoradas procedentes de los cultivos de células mesoteliales obtenidos de 3 
pacientes y de los cultivos de células fibroblásticas obtenidos de 3 pacientes. * Indica una p<0,05, ** indica 
una p<0,01 mediante un análisis t de Student no pareado. 
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    (19) 
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ANGIOGENESIS in vivo 
 

NEOVASCULARIZACION 
 

En los cortes histológicos de las esponjas que contenían células mesoteliales o 

fibroblásticas de omentum humano implantadas en el dorso de las ratas, se observó una 

gran actividad angiogénica. La coloración con hematoxilina-eosina demostró una intensa 

neovascularización tras siete días de implante subcutáneo, con gran cantidad de vasos 

sanguíneos funcionales (aquellos que muestran presencia de eritrocitos en el lumen) 

(Fig.22b y 22c). En los cortes histológicos de las esponjas implantadas que sólo contenían 

el vehículo, se observó una escasa neovascularización con poca presencia de vasos 

sanguíneos funcionales (Fig. 22a). No se apreciaron evidencias de rechazo al no localizarse 

acúmulos de células inflamatorias en ninguno de los cortes histológicos analizados en los 

diferentes grupos. 

 
Figura 22. Fotografías de cortes histológicos teñidos con hematoxilina-eosina. Microscopía óptica. a) 
Sección histológica de una esponja con vehículo. b) Sección histológica  de una esponja del grupo con 
células mesoteliales, donde se puede apreciar gran cantidad de vasos sanguíneos funcionales. c) Sección 
histológica de una esponja del grupo con células fibroblásticas donde también se puede apreciar gran 
cantidad de vasos sanguíneos funcionales.      
 

EVALUACION DE LA NEOVASCULARIZACION 
 

 Utilizando el programa informático de histomorfometría, se determinó el número 

de vasos sanguíneos presentes en los cortes histológicos de las esponjas, comprobándose 

como efectivamente, la neovascularización observada en las esponjas con células 

mesoteliales o fibroblásticas era mucho mayor que en las esponjas vehículo (Tab.6). La 

comparación del número de vasos funcionales en las esponjas con células mesoteliales, con 

células fibroblásticas o con el vehículo, corroboró los estudios histológicos, encontrándose 
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mayor número de vasos sanguíneos en los grupos con células que en el grupo con vehículo 

(Fig.23).  

El área de vascularización, calculada como el porcentaje de área ocupada por vasos 

sanguíneos funcionales sobre el área total del campo visual (Tab.6), fue significativamente 

mayor en las esponjas con células mesoteliales o fibroblásticas que en las esponjas con 

vehículo. En las esponjas con células mesoteliales se observó un porcentaje de 

vascularización más elevado que en las esponjas con células fibroblásticas (Fig.23).  

 

Esponjas Vehículo (9) 

 

 Células 

mesoteliales (4) 

 

Células 

fibroblásticas (4) 

 

Nº de vasos/campo 23,52 ± 4,49 61,8 ± 4,26*** 47,5 ± 7,39** 

% de vascularización 3,66 ± 0,74 10,9 ± 1,14*** † 6,92 ± 1,28* 

 

Tabla 6. Número de vasos y porcentaje de vascularización en los cortes histológicos de las esponjas con 
vehículo, con células mesoteliales o con células fibroblásticas implantadas en los animales. El número entre 
paréntesis indica el número de animales analizados.  * Indica una p<0,05, ** indica una p<0,01, *** indica 
una p<0,001 respecto al grupo vehículo y † indica una p<0,05 respecto al grupo con células fibroblásticas 
mediante un ANOVA de un factor seguida de un análisis Student-Newmann-Keuls. 
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Figura 23. a) Representación del número de vasos sanguíneos funcionales  presentes en las esponjas tras 
siete días de implante. b)  Representación del área de vascularización de las esponjas. El número entre 
paréntesis indica el número de animales analizados. * Indica una p<0,05,  ** indica una p<0,01, *** indica 
una p<0,001, respecto al vehículo y † indica una p<0,05 respecto al grupo de las células fibroblásticas 
mediante un ANOVA de un factor seguido de un análisis Student-Newmann-Keuls. 
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INMUNODETECCION DE LAS CELULAS IMPLANTADAS 
 

El análisis inmunohistoquímico de los cortes histológicos de las esponjas con 

células mesoteliales reveló la presencia de células positivas para citoqueratinas humanas 

tras siete días de implante, algunas de estas células se observaron en el endotelio de vasos 

sanguíneos (Fig.24a y Fig.24b).   

En los cortes histológicos de las esponjas con células fibroblásticas se localizaron 

células positivas para CD34 humano (Fig.24c), algunas de estas células se observaron en el 

área perivascular y en el endotelio de vasos sanguíneos funcionales (Fig.24d).  

 En los grupos que se implantaron esponjas con vehículo no se observó presencia de 

células positivas para ninguno de los anticuerpos utilizados.  

 En la siguiente tabla se puede ver de manera resumida la expresión de los 

marcadores utilizados para la localización de las células implantadas. 

 

 

Anticuerpo 

 

Control 

 

Células Fibroblásticas 

 

Células mesoteliales 

CD34 - + X 

Citoqueratinas - X + 

 
Tabla 7. Detección de CD34 y citoqueratinas para localizar las células mesoteliales y  las células 
fibroblásticas en las esponjas implantadas en los animales. + Indica la presencia de células positivas en las 
preparaciones histológicas de las esponjas.  – Indica ausencia de células positivas en las preparaciones 
histológicas de las esponjas. X Indica la no utilización de ese anticuerpo.  
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Figura 24. Detección y localización de citoqueratinas y CD34 humanos por técnicas inmunohistoquímicas. 
Microscopía óptica. a) Localización de células positivas para citoqueratinas (células teñidas de marrón) en 
las esponjas implantadas subcutáneamente con células mesoteliales. b) Vaso sanguíneo donde se localizan 
células positivas para citoqueratinas en el endotelio indicadas por las flechas. c) Células positivas para 
CD34 (células teñidas de marrón) localizadas en las esponjas implantadas subcutáneamente con células 
fibroblásticas. d) Vaso sanguíneo donde se localizan células positivas para CD34 en el endotelio indicadas 
por las flechas. 
 

ESTUDIO DE PROLIFERACION CELULAR in situ 
 

El análisis de la proliferación celular in situ mediante la detección  

inmunohistoquímica del marcador de proliferación celular Ki67, reveló la existencia de 

células proliferantes en las esponjas de todos los grupos. Sin embargo, tanto en el grupo 

con células mesoteliales como en el grupo con células fibroblásticas, la cantidad de células 

positivas para Ki67 fue mayor (Fig.25c, 25d, 25e y 25f). Además, una gran proporción de 

células positivas para Ki67 se localizaban en el endotelio de los vasos sanguíneos 

funcionales, mientras que en el grupo de esponjas con vehículo, se encontraron pocas 

células positivas para Ki67 en los vasos sanguíneos (Fig.25a y 25b). 
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Figura 25. Detección del marcador de proliferación Ki67 en cortes histológicos de esponjas implantadas 
subcutáneamente en ratas mediante técnicas inmunohistoquímicas. Microscopía óptica. a) Secciones 
histológicas de esponjas con vehículo, en donde se puede observar la presencia de células positivas para 
Ki67 (células teñidas de marrón). b) Fotografía vista a mayor aumento de la zona recuadrada en la 
fotografía a) donde se puede  ver en detalle la ausencia de células positivas en los vasos sanguíneos como 
indican las flechas. c) Secciones histológicas de esponjas del grupo con células fibroblásticas, donde se 
puede observar la presencia de células positivas para Ki67. d) Fotografía vista a mayor aumento de la zona 
recuadrada en la fotografía c) donde se puede ver en detalle la presencia de células positivas para Ki67 en 
los vasos sanguíneos como indican las flechas. e) Preparaciones histológicas de esponjas del grupo con 
células mesoteliales, donde se puede observar la presencia de células positivas para Ki67. f) Fotografía 
vista a mayor aumento de la zona recuadrada en la fotografía e) donde se puede ver en detalle la presencia 
de células positivas para Ki67 en los vasos sanguíneos como indican las flechas. 
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A lo largo de los años, numerosos estudios han demostrado el efecto terapéutico del 

omentum en el tratamiento de varias enfermedades. Como se ha mencionado 

anteriormente, esta eficacia terapéutica así como la habilidad de este tejido en la reparación 

tisular es atribuida a su capacidad para promover la angiogénesis (Goldsmith y col., 1984). 

La capacidad angiogénica del omentum queda patente en dos estudios clínicos recientes. 

Maloney y colaboradores (2003) realizaron su estudio en pacientes que sufrían lesiones 

graves con pérdida de tejido e isquemia o con riesgo de sufrir episodios isquémicos en las 

extremidades. Utilizaron fragmentos libres de omentum para la reconstrucción y la 

revascularización de las lesiones y consiguieron una reparación progresiva y estable sin 

necesitar más intervenciones quirúrgicas. Horch y colaboradores (2007), utilizaron un 

fragmento libre de omentum en combinación con cirugía de by-pass venoso para salvar la 

extremidad de un paciente de 78 años con una enfermedad arterial oclusiva. Este paciente 

presentaba una ulceración circular de 10x20 cm en la parte inferior de la pierna izquierda y 

consiguieron una curación completa de la herida siendo estable en el seguimiento realizado 

durante los tres años siguientes. Las angiografías realizadas mostraron la reconstrucción 

arterial con las anastomosis microquirúrgicas y la perfusión de los vasos del fragmento de 

omentum implantado. A pesar de las numerosas aplicaciones terapéuticas publicadas en la 

literatura científica con el omentum, actualmente, el mecanismo exacto de la 

revascularización temprana observada en estos estudios es desconocido. Sin embargo, se 

ha sugerido la implicación de varios factores de crecimiento presentes en grandes 

cantidades en el omentum como el FGF (Chamorro y col., 1993), y el VEGF (Zhang y col., 

1997; Mandl-Weber y col., 2002). Por otro lado, el papel de las células que componen este 

tejido no ha sido determinado, y no se sabe en que medida estas células contribuyen al 

éxito de este tipo de implantes, si a través de la secreción de factores de crecimiento o 

mediante su incorporación al tejido reparado (Herrick y Mutsaers, 2004).  

 En humanos, el omentum aparece como un pliegue visceral en el peritoneo y 

tradicionalmente se pensaba que estaba compuesto  por mútiples láminas de células 

mesoteliales que rodeaban al tejido adiposo vascularizado (Sivit, 1996; Sompayrac y col., 

1997). En un estudio reciente sobre la estructura del omentum, se demostró que el 

omentum humano estaba compuesto de dos tipos de tejidos estructuralmente diferentes: 

membranas finas  translúcidas, y áreas ricas en tejido adiposo (Wilkosz y col., 2005). La 

región translúcida esta formada por dos capas de células mesoteliales opuestas, que no 

parecen asentarse sobre una membrana basal, separadas por fibras difusas de colágena y 

ocasionalmente células con forma de fibroblastos; el rasgo más llamativo de las 
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membranas del omentum es la presencia de varias fenestraciones donde se unen las dos 

capas opuestas de células mesoteliales, dando la apariencia de red de pescar (Wilkosz y 

col., 2005). La función de estas fenestraciones todavía es desconocida. En el presente 

estudio, se ha analizado la capacidad de promover la angiogénesis de las células 

mesoteliales y de las células fibroblásticas del omentum. Con esta finalidad se  llevó a cabo 

su aislamiento y expansión in vitro, se realizaron estudios de morfología y caracterización, 

se analizó su capacidad de síntesis y liberación de factores angiogénicos, y por último, se 

evaluó su capacidad de inducir angiogénesis en un modelo experimental in vivo.  

 

MORFOLOGIA Y CARACTERIZACION DE LOS CULTIVOS 
CELULARES 
 

Se han descrito varios protocolos de aislamiento para la obtención de cultivos 

celulares a partir de fragmentos de omentum (Stylianou y col., 1990; Ogata y col., 2004; 

Yung y col., 2006). En el presente trabajo, se optó por seguir el protocolo de la doble 

digestión (Stylianou y col., 1990; Ogata y col., 2004), introduciendo algunas 

modificaciones, para el aislamiento de células mesoteliales y células fibroblásticas 

derivadas del omentum humano. 

 El protocolo de la doble digestión se basa en una digestión diferencial para obtener 

estos dos tipos celulares. Debido a que las células mesoteliales forman parte de la 

superficie de las membranas finas que componen el omentum, una digestión débil del 

tejido consigue desprender este tipo celular. Posteriormente se realiza una digestión  

completa para obtener las células fibroblásticas. Una primera digestión excesiva lleva a la 

contaminación de los cultivos de células mesoteliales por células fibroblásticas (Fig.15d) 

(Yung y col., 2006). Para evitar esta contaminación por fibroblastos se decidió utilizar 

colagenasa en vez de tripsina, ya que la colagenasa es una enzima con menor capacidad de 

disgregación del tejido. En otros procesos descritos de aislamiento celular no se realiza 

centrifugación en gradientes de densidad con Ficoll; esta centrifugación en gradientes de 

densidad permite seleccionar las células mononucleares descartando los restos celulares y 

otros tipos celulares indeseables, eludiendo gran cantidad de impurezas a la hora de 

sembrar el flask de cultivo. El protocolo de aislamiento celular realizado en este estudio 

proporciona una manera eficiente de obtener cultivos de células mesoteliales y de células 

fibroblásticas a partir de muestras de omentum humanas, evitando de una manera sencilla 

los problemas de contaminación. 
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A los pocos días de la obtención de los cultivos de células mesoteliales, se observó 

la morfología típica de empedrado (Fig.14b) que adquieren este tipo de células cuando se 

expanden ex vivo (Yung y col., 2006). Además, también se detectó la presencia de células 

polinucleadas de gran tamaño durante la evolución de los subcultivos, aspecto que 

adquieren las células mesoteliales senescentes (Fig.14d) (van Hinsbergh y col., 1990). El 

estudio de filamentos intermedios reveló la expresión de vimentina y citoqueratinas 

(Fig.16c), propiedad única de este tipo de células. Aunque las células mesoteliales tienen 

un origen mesodérmico y expresan por ello filamentos intermedios de vimentina, también 

expresan filamentos intermedios de citoqueratinas característicos de las células epiteliales 

(Ferrandez-Izquierdo y col., 1994). Al analizar estos cultivos celulares por citometría de 

flujo, se apreció una distribución homogénea de las células, lo que sugiere la existencia de 

una única población celular (Fig.18), sin la presencia de contaminación por otros tipos 

celulares. En cuanto al análisis por citometría de flujo de los marcadores utilizados, CD45, 

HLA-DR, CD117, CD34 y CD13 no se observó expresión de ninguno de ellos (Fig.18). La 

ausencia de expresión de estos marcadores confirma que los cultivos obtenidos de la 

primera digestión enzimática de las muestras de omentum eran cultivos de células 

mesoteliales. 

Los cultivos obtenidos de la segunda digestión enzimática de las muestras de 

omentum, poseían una morfología fusiforme típica de las células fibroblásticas (Fig.15a). 

Al estudiar la expresión de los filamentos intermedios se observó como todas las células de 

los cultivos analizados expresaban vimentina (Fig.17a) y no expresaban citoqueratinas, a 

excepción de un número muy limitado de células de cada cultivo (Fig.17c). Sin embargo, 

al analizarlos por citometría de flujo, constituían una población celular homogénea 

caracterizada por expresar CD34 y CD13, y no expresar CD45, CD117 y HLA-DR 

(Fig.19). 

El CD13 o aminopeptidasa N es una metaloproteasa de unión a membrana de tipo 

II, se expresa en células de varios orígenes tisulares como el epitelial, el endotelial, el 

nervioso y el hematopoyético (Gabrilovac y col., 2004) y ha sido observada en poblaciones 

de fibroblastos (Piela-Smith y Korn, 1995). Existen estudios que demuestran la relación de 

la expresión de esta aminopeptidasa con el proceso angiogénico (Hashida y col., 2002). 

Todos los cultivos celulares de tipo fibroblástico analizados, se caracterizaron por mostrar 

expresión de CD13 (Fig19.)  

El CD34 (proteína transmembrana glicosilada que expresan las células progenitoras 

hematopoyéticas y las células endoteliales (Fina y col., 1990; van de Rijn y Rouse, 1994)) 
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fue rotundamente positivo en todos los cultivos de células fibroblásticas, confirmandose al 

utilizar distintos anti-CD34 (Fig19.). La expresión de CD34 ya había sido previamente 

descrita en  fibroblastos submesoteliales (Jiménez-Heffernan y col., 2004). Mediante un 

estudio inmunohistoquímico para la caracterización de subpoblaciones de fibroblastos en el 

tejido peritoneal, estos autores observaron una expresión uniforme de CD34 que producía 

la impresión de una capa continua justo debajo de la capa mesotelial. El origen de estos 

fibroblastos intersticiales ha sido investigado por varios grupos, pero su linaje todavía no 

ha sido determinado. Una de las hipótesis que se baraja sobre el origen de los fibroblastos, 

argumenta que estas células provienen de una subpoblación de leucocitos circulantes que 

expresan CD34 (Bucala y col., 1994), ya que poblaciones de fibroblastos positivas para 

CD34 han sido observadas en el tejido conectivo de varios órganos (van de Rijn y Rouse, 

1994; Suster, 2000). Sin embargo, estos leucocitos circulantes denominados fibrocitos 

poseen expresión de CD45 (determinando su origen leucocitario), y de HLA-DR (molécula 

de histocompatibilidad tipo II) (Bucala y col., 1994). Las células fibroblásticas de los 

cultivos analizados en el presente trabajo no expresaron estos marcadores, de manera que o 

bien los fibroblastos de la capa submesotelial del omentum han perdido la expresión de 

CD45 y HLA-DR al entrar a formar parte del tejido, o bien no proceden de fibrocitos 

circulantes.  

Otra hipótesis sobre el origen de los fibroblastos intersticiales implica la conversión 

local del tejido epitelial a través de la transición epitelio-mesenquima, lo cual es evidente 

durante la reparación fibrosa tras un daño tisular (Iwano y col., 2002). De acuerdo con esta 

hipótesis, existen evidencias de la presencia de células fibroblásticas que coexpresan 

vimentina y citoqueratinas en la capa submesotelial en pacientes sometidos a diálisis 

peritoneal  (Jiménez-Heffernan y col., 2004). En el presente trabajo también se encontraron 

algunas células que coexpresan estos dos filamentos intermedios en los cultivos de tipo 

fibroblástico del omentum (Fig.17c). La existencia de estas células en número reducido, 

pero sistemáticamente presentes en todos los cultivos analizados, sugiere que podrían ser 

células de origen mesotelial, aunque este hecho también podría estar relacionado con la 

presencia de células mesoteliales progenitoras como se explica a continuación. 
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EXPRESION DE NESTINA EN LOS CULTIVOS CELULARES 
 

La función de la expresión de nestina en distintos tipos celulares todavía esta siendo 

investigada (Michalczyk y Ziman, 2005). Estudios recientes han demostrado que la nestina 

puede interaccionar con los tres componentes principales del citoesqueleto 

(microfilamentos, filamentos intermedios y microtúbulos), lo que le atribuiría un papel 

importante en la coordinación de los cambios sufridos en el desarrollo de la célula, 

incluyendo la división celular (Herrmann y Aebi, 2000). La nestina fue identificada por 

primera vez en las células progenitoras que daban lugar a neuronas y  glia en la 

neurogénesis temprana del sistema nervioso central y periférico (Zimmerman y col., 1994; 

Wiese y col., 2004). Posteriormente, la expresión de nestina ha sido detectada en células 

progenitoras de otros tejidos, como músculo (Kachinsky y col., 1994), corazón (Kachinsky 

y col., 1995), páncreas (Delacour y col., 2004; Street y col., 2004), y folículos pilosos (Li y 

col., 2003). También se ha detectado expresión de nestina en tejidos adultos como la piel y 

el sistema nervioso central,  pero siempre restringida a áreas de regeneración (Johansson y 

col., 2002; Li y col., 2003; Wiese y col., 2004). Aunque todavía no esta claro qué factores 

regulan in vitro e in vivo la expresión de nestina, se considera que la nestina representa un 

marcador característico de células progenitoras multilinaje, por lo que su presencia podría 

indicar la multipotencialidad y el potencial regenerativo de las células (Lendahl y col., 

1990; Wiese y col., 2004).  

La presencia de células positivas para nestina, tanto en los cultivos de células 

mesoteliales (Fig.16d) como en los cultivos de células tipo fibroblástico (Fig.17d), sugiere 

la existencia de células indiferenciadas con características de progenitoras pluripotenciales 

entre los componentes celulares básicos del omentum. Sin embargo, aunque estas células 

son constantes en todos los cultivos, su número representa un porcentaje pequeño de las 

células en cultivo. A pesar de que todavía no han sido identificadas células madre 

mesoteliales, existen algunas evidencias que indican la existencia de células mesoteliales 

progenitoras (Herrick y Mutsaers, 2004). Fundamentándose en estas evidencias, varios 

grupos de investigación han propuesto fuentes adicionales para la regeneración del 

mesotelio; células progenitoras presentes en el líquido seroso que se establecerían en la 

herida como precursores mesoteliales (Ryan y col., 1973) o precursores mesenquimales 

subserosos que se diferenciarían a células mesoteliales y migrarían a la superficie de la 

lesión (Raftery, 1973; Davila y Crouch, 1993), aunque otros estudios cuestionan el papel 
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de estas células subserosas en la regeneración mesotelial (Whitaker y Papadimitriou, 1985; 

Mutsaers y col., 2000). 

No hay antecedentes sobre la existencia de células positivas para nestina en cultivos 

celulares derivados de omentum humano. La presencia constante de estas células en los 

dos tipos celulares aislados lleva a pensar que se trataría de células análogas que 

posiblemente estén implicadas en la generación de fibroblastos y células mesoteliales en el 

omentum, aportando una nueva evidencia a las teorías de la existencia de células madre 

mesoteliales. El aislamiento y estudio de las propiedades de estas células positivas para 

nestina podría  aportar algo de luz a los mecanismos de regeneración tisular ocurridos en el 

omentum tras una lesión en el tejido. 

En los cultivos de células mesoteliales todas las células del cultivo coexpresan 

vimentina y citoqueratinas (Fig.16c), lo que lleva a pensar que las células positivas para 

nestina coexpresasarían estos dos filamentos intermedios. En los cultivos de fibroblastos, 

el pequeño grupo de células que coexpresan ambos filamentos intermedios (Fig.17c) 

podría estar constituido por las mismas células que expresan nestina, aunque este es un 

punto que queda por confirmar. 

 

EXPRESION Y LIBERACION DE FGF-2 Y VEGF  
  

El VEGF y el FGF-2 son dos de los factores proangiogénicos más potentes que se 

conocen. El VEGF induce el crecimiento, proliferación, migración y supervivencia de las 

células endoteliales vasculares, así como el aumento de la permeabilidad vascular y la 

vasodilatación, contribuyendo a la inducción de la angiogénesis (Neufeld y col., 2001; 

Ferrara y col., 2003). También existen varios estudios que demuestran que el FGF-2, puede 

inducir in vitro un fenotipo proangiogénico en las células endoteliales, similar al proceso 

angiogénico in vivo (Montesano y col., 1986; Gualandris y col., 1996). Dicho proceso 

incluye la regulación de la proliferación y migración de las células endoteliales, 

producción de proteasas e integrinas, expresión de receptores de la cadherina y producción 

de uniones gap intercelulares. 

La administración de factores de crecimiento como el VEGF y el FGF-2 se ha 

considerado una estrategia terapeútica para conseguir la neovascularización en un tejido. El 

tratamiento mediante la administración de estos factores de crecimiento ha producido 

esperanzadores resultados en modelos animales y en algunos ensayos clínicos 

preliminares, pero su interpretación debe ser realizada con cautela (Henry y Abraham, 
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2000). Se ha demostrado que el VEGF induce una respuesta angiogénica caracterizada por 

la formación de largos vasos con una pared fina, no estabilizados por pericitos, que son 

excesivamente permeables a las proteínas plasmáticas (Petterson y col., 2000). Estos vasos 

neoformados son anormales y producen un escaso beneficio. El VEGF y el FGF-2 son 

capaces de estimular la angiogénesis a corto plazo, pero ninguno de estos dos factores 

individualmente es capaz de mantener los vasos neoformados. Esto ha llevado a la 

consideración de proponer estrategias terapéuticas alternativas basadas en la combinación 

de múltiples factores de crecimiento utilizados de forma complementaria y coordinada, la 

terapia celular o la combinación de ambas. 

La presencia de grandes cantidades de FGF y de VEGF  en el omentum ya ha sido 

demostrada. (Chamorro y col., 1993; Zhang y col., 1997; Mandl-Weber y col., 2002). Los 

presentes resultados muestran la expresión de FGF-2 y de VEGF en todos los cultivos 

celulares de células mesoteliales y fibroblásticas analizados (Fig.20). Además se detectó 

expresión nuclear de  FGF-2 en los dos tipos de cultivos (Fig.20a y 20c). Esta localización 

nuclear de FGF-2 sugiere la presencia de isoformas de alto peso molecular del FGF-2 en el 

núcleo, que correspondería a una actividad potencialmente mitogénica (Klein y col., 1996). 

Nachtsheim y colaboradores (2006) estudiaron la inmunolocalización de FGF-2 y VEGF 

en el omentum. Estos autores comprobaron que la expresión de FGF-2 era evidente en las 

células mesoteliales que forman la capa mesotelial del omentum, mientras en la capa 

submesotelial sólo se encontró expresión en algunas células del endotelio capilar. Sin 

embargo, la expresión de VEGF fue detectada en varias localizaciones como en el 

mesotelio, en el tejido adiposo y en los vasos sanguíneos. En el presente estudio, se ha 

determinado que el factor angiogénico secretado en mayor cantidad es el VEGF, tanto en 

las células mesoteliales  como en las células fibroblásticas (Tab.5). Al comparar los niveles 

de secreción en estos dos tipos celulares se apreció como las células fibroblásticas apenas 

secretaban FGF-2, sin embargo secretaban mayores cantidades de VEGF que las células 

mesoteliales (Fig.21a y 21b). Las células mesoteliales secretaron niveles apreciables de los 

dos factores angiogénicos estudiados (Fig.21a y 21b). Varios estudios han acreditado la 

secreción de VEGF y FGF-2 por las células mesoteliales, estudiando la alteración en la 

expresión de estos dos factores  y su implicación en los procesos patológicos derivados de 

la diálisis peritoneal (Ogata y col., 2001; Mandl-Weber, 2002). La diálisis peritoneal a 

largo plazo esta asociada con alteraciones estructurales y funcionales severas en la 

membrana peritoneal (Krediet, 1999). En pacientes sometidos a diálisis peritoneal, se ha 

sugerido como causa principal de la alta permeabilidad y de la fibrosis peritoneal el daño 
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causado en el mesotelio (Ogata y col., 2001). El VEGF parece tener una implicación 

importante en la modificación de las características de la membrana peritoneal, y el FGF-2 

esta implicado en la proliferación de los fibroblastos peritoneales contribuyendo de esta 

manera al proceso de fibrosis. También existen estudios que confirman la expresión de 

VEGF en los fibroblastos peritoneales, y su implicación en los procesos de fibrosis 

mediante la modulación de su expresión en estas células (Diamond y col., 2005). 

  

ANGIOGENESIS in vivo  
 

Las esponjas implantadas en ratas con células mesoteliales o con células 

fibroblásticas humanas, muestran una clara neovascularización, aumentando de manera 

evidente el número de vasos y el área de neovascularización con respecto a las esponjas 

con vehículo (Fig.22). La capacidad para estimular la angiogénesis de estos dos tipos 

celulares fue similar. No se encontraron indicios de rechazo ya que no se detectaron 

acúmulos de células inflamatorias en los cortes histológicos de las esponjas estudiadas, 

descartando que la angiogénesis observada en se deba a la acción de las células 

inflamatorias. 

Los resultados in vitro demostraron que las células mesoteliales eran capaces de 

secretar FGF-2 y VEGF (Fig.21a y 21b). La liberación de estos factores pudo promover un 

entorno angiogénico en la zona del implante, que sería responsable del aumento de la 

neovascularización en comparación con las esponjas vehículo. En este trabajo se estudió la 

secreción de estos dos factores proangiogénicos, pero las células mesoteliales también son 

capaces de secretar otros factores de crecimiento relacionados con la angiogénesis como el 

TGF-β, PDGF, factor de crecimiento de tipo insulina (IGF), HGF, EGF y KGF (Mutsaers, 

2002; Herrick y Mutsaers, 2004), que podrían contribuir a la neovascularización 

observada. En los sobrenadantes de los medios de cultivo de las células fibroblásticas, se 

comprobó que secretan principalmente VEGF (Fig.21b), pudiendo generar estas células un 

entorno angiogénico en los implantes in vivo, estimulando la proliferación de las células 

endoteliales. La formación de un nuevo vaso (Fig.3) supone la activación de células 

endoteliales quiescentes. Al estudiar la proliferación celular in situ mediante la detección 

del marcador de proliferación Ki67, se observó como en las esponjas que llevaban células 

mesoteliales o fibroblásticas existían vasos sanguíneos en los que las células endoteliales 

se encontraban en estado proliferativo (Fig.25d y 25f), sin detectarse apenas la presencia 

de células positivas para Ki67 en las esponjas con vehículo (Fig.25b). 
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En la inmunodetección de las células mesoteliales en las esponjas se realizó una 

inmunolocalización para citoqueratinas humanas que reveló la presencia de las células 

mesoteliales en las esponjas implantadas (Fig.24a). Esto confirmó su supervivencia tras 

siete días de implante, y permitió apreciar la localización de estas células en el endotelio de 

algunos vasos sanguíneos (Fig.24b). Lo que no se puede confirmar es si estas células 

incorporadas al endotelio se diferenciaron a células endoteliales, aunque existen evidencias 

de células derivadas del mesotelio transdiferenciadas a células endoteliales en el hígado, 

que conservan una expresión transitoria de citoqueratinas (Herrick y Mutsaers, 2004).  

La inmunodetección de las células fibroblásticas se demostró mediante la presencia 

de células positivas para CD34 (Fig.24c) en las esponjas, localizándose células 

implantadas en el endotelio de algunos vasos sanguíneos (Fig.24d). Este resultado no dejó 

lugar a dudas sobre la procedencia de estas células, ya que el anticuerpo empleado para 

detectar el CD34 es exclusivamente humano, sin reacción cruzada con rata. Se ha 

publicado la presencia de una población celular de células humanas positivas para CD34 y 

CD13 y negativas para CD45 en la grasa subcutánea (Planat-Benard y col., 2004). En el 

mencionado estudio, se demostró la capacidad de estas células positivas para CD34 y 

CD13 de promover la angiogénesis y se propuso que esta población celular estaba 

constituida por células progenitoras de células endoteliales, participando en la formación 

de vasos sanguíneos in vivo (Planat-Benard y col., 2004). En el presente trabajo, se 

detectaron las células implantadas en el endotelio de los vasos, pero al igual que ocurre con 

las células mesoteliales, sería necesario un marcaje específico de endotelio para determinar 

si estas células se han diferenciado en células endoteliales.  

Una de las estrategias empleadas para conseguir la neovascularización en un tejido 

es la terapia celular. Con este propósito se han utilizado varios tipos celulares, como las 

células mononucleares de médula ósea (BMMNC) (Hamano y col., 2001), obtenidas 

mediante una extracción por punción en cresta ilíaca o aislándolas de sangre periférica, 

estimulando su movilización desde médula ósea (PBMNC) (Iba y col., 2002). También se 

han propuesto las células progenitoras endoteliales (EPC) aisladas de médula ósea, sangre 

periférica o cordones umbilicales (Yang y col., 2004) y  las células madre mesenquimales 

(MSC) aisladas de médula ósea o grasa (Al-Khaldi y col., 2003; Kim y col., 2007). La 

implicación de las células mesoteliales de rata para promover la angiogénesis  ha sido 

estudiada previamente en un modelo experimental de infarto de miocardio. Los buenos 

resultados obtenidos en ese estudio proponen a las células mesoteliales como un tipo 

celular a tener en cuenta para futuras aplicaciones en terapia celular (Elmadbouh y col., 
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2005). Asimismo, en el estudio de Planat-Benard y colaboradores (2004), se propusieron 

las células fibroblásticas humanas positivas para CD34 y CD13 aisladas de grasa 

subcutánea como candidatas para su aplicación en terapias celulares de neovascularización. 

En la terapia celular, el implante de células en tejidos isquémicos induce una angiogénesis 

terapeútica, pero en algunos pacientes es ineficaz. Además de la pobre respuesta biológica 

en algunos casos, se suma la baja supervivencia de las células implantadas y la dificultad 

para conseguir el suficiente número de células a implantar (Zhou y col., 2007).  

Las evidencias clínicas muestran que los implantes de omentum constituyen una 

terapia eficaz en la revascularización de extremidades en patologías que producen una 

isquemia (Ala-Kulju y Virkkula., 1990; Herrera y col., 1991; Talwar y col., 1998; Maloney 

y col., 2003; Horch y col., 2007). El presente estudio muestra una manera sencilla y eficaz 

de obtener células mesoteliales y células fibroblásticas a partir de muestras de omentum. 

Por un lado las células mesoteliales se caracterizaron por la expresión de vimentina y 

citoqueratinas, y por otro lado, las células fibroblásticas se caracterizaron por la expresión 

de vimentina y los marcadores CD13 y CD34, demostrándose la capacidad de ambos tipos 

celulares para secretar FGF-2 y VEGF in vitro y de promover la angiogénesis en un 

modelo experimental in vivo  (Fig.26). Demostrada la capacidad angiogénica de las células 

mesoteliales y de las células fibroblásticas derivadas del omentum humano, se puede 

proponer que estas células tendrían una participación activa en la angiogénesis implicada 

en los efectos terapéuticos del omentum. Estos dos tipos celulares contribuirían a la 

promoción de la angiogénesis mediante su incorporación al endotelio en la formación de 

nuevos vasos sanguíneos y de forma paracrina, generando un entorno angiogénico por la 

secreción de factores de crecimiento (FGF-2 y VEGF).  
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Figura 26. Representación de la promoción de la angiogénesis en las esponjas tras siete días de implante 
subcutáneo en las esponjas con células mesoteliales y en las esponjas con células fibroblásticas. Se puede 
apreciar la inmunolocalización de las células implantadas y la generación de un entorno angiogénico 
mediante la liberación de factores de crecimiento que estimula la proliferación de las células endoteliales, 
además en ambos casos también se puede apreciar la incorporación de las células implantadas al endotelio 
de los vasos sanguíneos. 
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El presente trabajo permite concluir que: 

 

 El método de aislamiento utilizado resulta una forma sencilla y eficaz para la 

obtención de cultivos de células mesoteliales y de cultivos de células fibroblásticas 

a partir de muestras de omentum humano. 

 

 Los cultivos de células mesoteliales obtenidas a partir de muestras de omentum 

humano son una población celular homogénea, caracterizada por la expresión de 

filamentos intermedios de vimentina y citoqueratinas. 

 

 Los cultivos de células fibroblásticas obtenidas a partir de muestras de omentum 

humano son una población celular homogénea, caracterizada por la expresión de 

filamentos intermedios de vimentina y por la expresión de los marcadores CD34 y 

CD13.    

 

 Se demuestra la presencia de células positivas para nestina en los cultivos de 

células mesoteliales y células fibroblásticas derivadas del omentum, lo que sugiere 

la existencia de células indiferenciadas o progenitoras en este tejido, aunque se 

necesitan estudios más profundos para dilucidar esta cuestión. 

 

 Las células mesoteliales y las células fibroblásticas  derivadas del omentum poseen 

la capacidad de secretar VEGF y FGF-2 in vitro. 

 

 Las células mesoteliales y las células fibroblásticas  derivadas del omentum, poseen 

la capacidad de promover la angiogénesis aumentando de manera considerable el 

área de neovascularización en un modelo experimental in vivo.  

• Son capaces de sobrevivir durante siete días tras el implante. 

• Son capaces de incorporarse al endotelio de los vasos sanguíneos y aunque 

no se puede confirmar su diferenciación en células endoteliales contribuyen 

a la formación de estos, asimismo, podrían generar un entorno angiogénico 

mediante la secreción de factores de crecimiento estimulando la 

proliferación de las células endoteliales. 
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 Por su capacidad angiogénica, las células mesoteliales y las células fibroblásticas  

aisladas del omentum humano pueden justificar a nivel celular las propiedades del 

omentum para revascularizar tejidos. 
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