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1. Introducción

El desarrollo creciente de la ingeniería tisular, así 
como los diversos procedimientos clínicos de terapia 
celular están estrechamente ligados a la búsqueda 
de nuevos biomateriales que faciliten:

i) La consecución de líneas celulares capaces de 
proliferar indefinidamente y diferenciarse a diversos 
tipos de tejidos,
ii) La expansión de esas células hasta alcanzar 
densidades de 1-5•106 células por kg de peso del 
paciente [1], y
iii) La regeneración de tejidos dañados [2-4].  

Las estructuras tridimensionales de los biomateriales 
proporcionan el soporte adecuado para que las 
células se adhieran, proliferen e, incluso, se 
diferencien cuando se les suministran los factores 
de crecimiento y diferenciación apropiados.

Diversos estudios se han centrado en el desarrollo 
de estructuras tridimensionales “scadffolds” a partir 
de los compuestos biológicos naturales existentes 
en el hueso o en la matriz extracelular [2, 3, 5-7] 
que, además de proporcionar un soporte de fijación 
para las células, suministran a éstas un 
microambiente similar al de los tejidos naturales, al 
actuar como reservorio de citoquinas y factores de 
crecimiento [7] y facilitar la interacción de las 
moléculas señalizadoras con los receptores de la 
superficie celular [6, 8]. Por otra parte se ha descrito 
que los biomateriales basados en macromoléculas 
pueden afectar a las capacidades celulares de 
fijación, migración, proliferación y diferenciación [9]. 
Esto ha impulsado la búsqueda de nuevos 
biomateriales entre los que se encuentran los 
nanotubos de carbono [10, 11] y las fibras de carbón 
activo [12], ya que estos son materiales 
biocompatibles sobre los que las células pueden 
adherirse y proliferar. La adhesión de las células 
vivas sobre el carbón activo incluye, en primera 
aproximación, un fenómeno de adsorción que tiene 
lugar entre la superficie del carbón y las 
macromoléculas que conforman la estructura de la 
membrana celular (entre ellas los antígenos de 
membrana). La adsorción puede explicarse mediante 
la teoría de la química de los coloides y las 
superficies, que incluye tanto la atracción 
electrostática como la no-electrostática entre las 
que se encuentran las interacciones hidrófobas. Esta 
última depende de la hidrofobicidad de la superficie 
de interacción entre las células y el carbón. Cuanto 
mayor sea esta fuerza de atracción mejor será el 
enlace entre el biomaterial y la célula. Una vez 
adheridas las células a la superficie del carbón, éste 
facilita el crecimiento celular debido a sus 
propiedades adsortivas que hacen que el oxígeno 
y los nutrientes disueltos en el medio de cultivo se 
concentren sobre su superficie [13] favoreciéndose 
así la disponibilidad de los mismos por las células.

2. Telas de carbón activo (TCAs)
Las telas de carbón activado (TCAs) son tejidos 
cuyos hilos entrecruzados alternativa y regularmente 
están constituidos por fibras de carbón activado. 
Estos materiales presentan muchas ventajas frente 
a los carbones activados tradicionales en forma 
pulverulenta o granular. Así, las fibras de carbón 
activado presentan un área superficial elevada y su 
estructura porosa típica está desarrollada 
perependicularmente al eje de la fibra. Estas 
características hacen que posean una alta capacidad 
y rápida cinética de adsorción, tanto en fase líquida 
como gaseosa. Además, las TCAs son fáciles de 

manejar y de adaptar a cualquier sistema 
experimental. Por todo ello estos materiales han 
encontrado numerosas aplicaciones como 
adsorbentes en usos militares, en procesos de 
descontaminación ambiental y en medicina.

La TCA usada en los experimentos de crecimiento 
y diferenciación de células madre mesenquimales 
fue una tela comercial que se caracterizó 
adecuadamente para conocer su superficie, 
porosidad y química superficial [14]. Así, a partir de 
la isoterma de adsorción de N2 a -196 ºC se calculó 
una área superficial BET de 2128 m2/g, un volumen 
de microporos y anchura media (mediante DR) de 
0,931 cm3/g y 1,69 nm, respectivamente, y un 
volumen de mesoporos de 0,028 cm3/g. El volumen 
de poros accesibles al agua fue de 0,650 cm /g. La 
acidez y basicidad superficial total fueron similares, 
0,44 y 0,40 meq/g, respectivamente y el pH del 
punto de carga cero (pHPCC) fue de 7,0.

Las células mesenquimales tienen un tamaño del 
orden de algunas decenas de micrometros, por tanto 
quedarán sobre la superficie más externa de la TCA 
atrapadas entre el entramado de fibras de carbón 
activado que componen su estructura. Cabe la 
posibilidad de que algunas de las cadenas de 
proteínas que forman la membrana celular penetren 
en mayor o menor extensión en los poros de las 
fibras, interaccionando con sus paredes para actuar 
como anclaje de las células mesenquimales. El pH 
de la disolución usada para el cultivo de estas células 
(7,4) es muy cercano al del pHPCC, por lo que la 
superficie de la TCA prácticamente estará desprovista 
de cargas  electrostáticas. En estas condiciones 
predominan las interacciones no electrostáticas entre 
la TCA y las células mesenquimales.

3. Proliferación de células mesenquimales sobre 
TCAs
El término célula madre puede aplicarse a un diverso 
grupo de células que con independencia del tejido 
del que hayan sido derivadas, comparten dos 
propiedades características: i) poseen la capacidad 
de producir otras células madres del mismo tipo de 
manera ilimitada; y ii) dan origen a células 
diferenciadas que posibilitan el mantenimiento de 
la homeostasia tisular [15-17]. 

Por su potencialidades de desarrollo las células 
madres se han clasif icado como [18]: i) 
Totipotenciales, aquellas que son capaces de dar 
origen a cualquier tejido embrionario o extra-
embrionario; ii) Pluripotenciales, son células que 
dan origen a cualquier tipo de tejido que pertenezca 
al embrión; iii) Multipotenciales, son células capaces 
de originar un conjunto limitado de tipos celulares; 
iv) Oligopotenciales,  son aquellas células que 
pueden derivarse a un conjunto más limitado de 
tipos celulares relacionados; y v) Unipotenciales, 
células que se diferencian a un único tipo celular 
maduro. 

Dentro de las células multipotenciales cabe destacar 
las células mesenquimales, MSCs, que pueden dar 
origen a condrocitos, osteocitos, adipocitos, miocitos 
y neuronas [19-25] (Figura 1). El uso de estas células 
tanto en terapia celular como en ingeniería tisular 
presenta las siguientes ventajas: i) La utilización de 
células MSCs del ser humano adulto para 
investigación biomédica plantea pocos problemas 
de orden ético, moral o legal; ii) Se ha puesto de 
manifiesto la existencia de MSCs en diferentes 
tejidos humanos [26-29]; iii) El cordón umbilical 
contiene una abundante, no controvertida, y
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Figura 1. Capacidad de diferenciación de células MSCs. (Adaptada de BD Stem Cell Resource.)

fácilmente obtenible fuente de células MSCs [21, 
22]; iv) Las células MSCs podrían emplearse en 
terapia celular [30]; v) Las células MSCs pueden 
ser expandidas extensivamente en cultivos in vitro 
sin pérdida de su función ni cambios apreciables 
en su fenotipo [29]; y vi) El trasplante de células 

mesenquimales derivadas de tejidos del ser humano 
adulto ha demostrado ser un tratamiento cuya 
eficacia, en problemas de salud tales como el infarto 
de miocardio o los trastornos isquémicos de los 
miembros inferiores, se está estudiando [31-35].

Considerando que la utilidad de las células MSCs 
en clínica es cada vez más prometedora y que es 
necesario encontrar fuentes de células 
mesenquimales que sean seguras y fáciles de 
obtener, en un trabajo previo [36] hemos estudiado 
y caracterizado las células MSCs derivadas del 
tejido perivascular (Wharton’s jelly) del cordón 
umbilical humano y esas células las hemos hecho 
crecer sobre TCAs (Figura 2B y 2C) [12].  

Las células MSCs obtenidas de la región perivascular 
del cordón umbilical se cultivaron a 37ºC en 
atmósfera de hipoxia (5% CO2 y 5% de O2), 
cambiando el medio de cultivo cada 3-4 días [37]. 
El crecimiento de las células adheridas en las TCAs 
se realizó en cajas de cultivo de 96 pocillos en cada 
uno de los cuales se introdujo un fragmento circular 
de TCA de 6 mm de diámetro y sobre éste se 
sembraron 104  células. El cultivo se mantuvo durante 

28 días. El incremento en el número de células, en 
función del tiempo, se realizó por extracción y 
cuantificación del ADN existente sobre la TCA. Los 
resultados obtenidos nos permiten afirmar que, al 
menos, tras dos semanas de cultivo las células 
adheridas a las TCAs crecen con tiempos de 
duplicación comparativos a los que caracterizan el 
crecimiento del cultivo sobre plástico. Por otra parte, 
cuando el mismo número de MSCs se siembran 
sobre plástico, y se mantienen en cultivo durante 
28 días, cambiándoles el medio cada 2-3 días, se 
observa que a partir de los 11 días de cultivo su 
número comienza a disminuir, ya que al llegar a 
confluencia se origina una estructura tridimensional 
que limita el crecimiento y promueve la muerte 
–apoptosis, autofagia o necrosis- de las células 
situadas en su interior disminuyendo de esa forma 
el número de células viables (Figura 2D).

a) b)
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Figura 2. A) Imagen de la TCA obtenida mediante SEM. B) Proliferación celular de células MSCs transducidas con GFP a los 7 días 
de la siembra sobre TCAs. C) Proliferación celular de células MSCs transducidas con GFP a los 28 días de la siembra sobre TCAs. 
D) Valores de DNA extraídos: Comparación entre el cultivo en monocapa sobre plástico (barra blanca) y cultivo sobre TCAs para 4, 
11, 18 y 28 días de cultivo, respectivamente.

4. Diferenciación a osteocitos de MCs cultivadas 
sobre TCAs 

La diferenciación a osteocito se llevo a cabo mediante 
la siembra de 10  MSCs, sobre TCAs circulares de 
6 mm de diámetro, en cajas de 96 pocillos, 
empleando un medio de diferenciación osteogénica 
[38]. El medio de cultivo se cambió cada 2-3 días. 
Transcurridas 4 y 6 semanas se procedió al estudio 
de las TCAs  mediante microscopia de fluorescencia, 
microscopia electrónica de barrido, difracción de 
Rayos X, microanálisis superficial mediante 
microscopia electrónica de barrido y cuantificación 
del Ca2+ extraído mediante espectroscopia de 
absorción atómica.

Los resultados de la diferenciación osteogénica 
muestran que: i) Es posible inducir la diferenciación 
a osteocito de células MSCs cuando estas se cultivan 
sobre TCAs (Figura 3-B, 3-C); ii) Los osteocitos 
cu l t i vados  sob re  l as  TCAs  mues t ran  
autofluorescencia bajo la luz UV (Figura 3-G) [12]; 
iii) El microanálisis por SEM-EDX confirma la 
presencia de núcleos de hidroxiapatita sobre la 
superficie de las TCAs (Figura 3-E), poniendo de 
manifiesto la existencia de este material que es 

parte fundamental del hueso [12, 39]; iv) Los valores 
determinados de ADN y de Ca2+ (Figura 3-D), tras 
4 y 6 semanas de cultivo, así como el marcaje con 
DAPI de los núcleos (Figura 3-F), indican que los 
osteocitos son viables y funcionales durante todo 
el período de estudio.

5. Diferenciación a condrocitos de MCs cultivadas 
sobre TCAs 

La diferenciación a condrocito se ha llevado a cabo 
sembrado 5•105 células MSCs en TCAs circulares 
de 16 mm de diámetro, en placas de 24 pozos, con 
medio de diferenciación condrogénica (DMEM (4,5 
g/l glucosa) enriquecido con dexametasona (10-7 
M), 1x insulina-transferrina-selenio (Gibco), ácido 
ascórbico (5•10-5 M) y 1x penicilina-streptomicina 
(Gibco). El medio de diferenciación se cambió cada 
3 días. Tras 14 días de cultivo las TCAs con células 
MSCs diferenciadas a condrocitos se  examinaron 
mediante microscopia de fluorescencia (Figura 4-
A), observándose la formación de fibras de colágeno 
extracelular como sugiere la Figura 4-B en la que 
las fibras de carbón quedan recubiertas por una 
capa autofluorescente, colágeno Tipo-II, que se 
prolonga para interconectar las fibras de carbón.

d)c) Células cultivadas sobre TCA Células cultivadas sobre Plástico
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Figura 3. A) Imagen de la TCA de control obtenida mediante SEM tras 6 semanas de cultivo en medio de diferenciación osteogénico. 
B) Proliferación celular de células MSCs diferenciadas a osteocitos tras 6 semanas de cultivo. C) Detalle de la proliferación celular 
de células MSCs diferenciadas a osteocitos tras 6 semanas de cultivo. D) Valores de DNA extraidos y Ca   a las 4 y 6 semanas de 
cultivo. E) Análisis EDX de núcleos de hidroxiapatita tras la diferenciación a osteocito.
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Figura 3. F) Marcaje de los núcleos de células diferenciadas a 
osteocito con DAPI. G) Autofluorescencia bajo luz UV de células 
MSCs diferenciadas a osteocito tras 4 semanas de cultivo.

f)

g) a)

b)

Figura 4. A) Proliferación celular de células MSCs diferenciadas 
a condrocitos tras 14 días de cultivo. B) Detalle de la formación 
de colágeno extracelular recubriendo las fibras de la TCA.
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6. Conclusiones

El análisis de los resultados pone de manifiesto que 
es posible realizar el cult ivo de células 
mesenquimales sobre telas de carbón activo y que 
mediante el empleo de medios de diferenciación 
osteogénica y condrogénica se pueden diferenciar 
éstas células MSCs a osteocitos y condrocitos.
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