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No tengas miedo, pues yo estoy contigo; 

no temas, pues yo soy tu Dios. 

Yo te doy fuerzas, yo te ayudo, 

yo te sostengo con mi mano victoriosa. 

Isaías 41:10 

 

 

So do not fear, for I am with you; 

    do not be dismayed, for I am your God. 

I will strengthen you and help you; 

    I will uphold you with my righteous right 

hand. 

Isaiah 41:10 
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beginning of wisdom, 

    and knowledge of the Holy 

One is understanding. 
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RESUMEN 

 

1. Antecedentes 

 La Nefropatía Diabética (ND) constituye una de las complicaciones más severas de la 

diabetes mellitus (DM), y es la principal causa de insuficiencia renal crónica en el mundo.  

 Los métodos convencionales de tratamiento de la ND, solo son capaces de retrasar su 

evolución, por lo tanto el paciente llegará a requerir alguna terapia de sustitución renal. En ese 

contexto el uso de células troncales mesenquimales (MSCs) ha emergido como una alternativa 

prometedora para el tratamiento de la ND.  

 La DM es una alteración metabólica sistémica que está estrechamente relacionada con el 

deterioro de la funcionalidad de las MSCs limitando su posible administración autóloga. Por tal 

motivo, se hace imprescindible establecer técnicas que permitan restaurar o reducir las 

alteraciones sobre la funcionalidad de las MSCs provocadas por la DM.  

 La mayoría de los protocolos de cultivo de las MSCs mantienen a las células a una 

concentración de oxígeno igual a la atmosférica, del 20% al 21% (normoxia). No obstante, in 

vivo éstas residen en un microambiente hipóxico entre el 1% al 5% de concentración de oxígeno. 

 Numerosos estudios in vitro han demostrado que el cultivo de MSCs en concentraciones 

de oxígeno cercanas a las fisiológicas mejora su funcionalidad, por lo tanto, el 

preacondicionamiento de MSCs en hipoxia, previo a su trasplante, podría mejorar los resultados 

de su aplicación.  

 Los resultados obtenidos de la presente tesis doctoral pretenden contribuir al 

conocimiento del efecto del preacondicionamiento hipóxico sobre la funcionalidad de MSCs 

derivadas de tejido adiposo (ASCs), procedentes de ratas diabéticas inducidas, y evaluar su 

efectividad terapéutica en un modelo animal inducido de ND.  

2. Objetivos 

 Evaluar el efecto, in vitro, del preacondicionamiento hipóxico sobre la funcionalidad de 

las ASCs obtenidas de ratas diabéticas y sanas; y su eficacia terapéutica in vivo, en un modelo 

murino de ND inducida por estreptozotocina (STZ).  

3. Materiales y métodos 
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 Para el estudio in vitro se aislaron ASCs de ratas Wistar isogénicas sanas (ASCs-C), y 

diabéticas (ASCs-D). Ambas poblaciones celulares fueron expandidas hasta el pase 2 en 

normoxia (N=21% O2). En ese punto las células fueron divididas en dos grupos. Uno fue 

mantenido en normoxia y el otro fue preacondicionado en hipoxia (H=3% O2) durante 48h, 

generándose así cuatro grupos experimentales de células: ASCs-CN, ASCs-CH, ASCs-DN y 

ASCs-DH.  

 Las poblaciones celulares fueron caracterizadas fenotípica y funcionalmente por 

citometría de flujo y por ensayos de diferenciación, respectivamente. Así mismo, se llevaron a 

cabo estudios de duplicación celular, angiogénesis, secreción de factores paracrinos y migración. 

Con la finalidad de identificar los cambios genómicos de cada uno de los cuatro tipos de células, 

se desarrolló un estudio de microarrays, para lo que se establecieron cuatro grupos comparativos: 

grupo 1. ASCs-CH vs. ASCs-CN, grupo 2. ASCs-DH vs. ASCs-DN, grupo 3. ASCs-DN vs. 

ASCs-CN y grupo 4. ASCs-DH vs. ASCs-CH. Una vez identificada la expresión diferencial de 

genes (DEGs) de cada grupo comparativo, se llevó a cabo un estudio bioinformático de 

enriquecimiento con el interfaz web DAVID y la herramienta clusterProfiler. Además, se 

construyeron redes de interacción proteica (PPI) con la herramienta STRING.  

 En el punto de partida del experimento in vivo (día 0), los animales fueron divididos 

aleatoriamente en un grupo control conformado por ratas sanas (C) y otro formado por ratas a las 

que se les indujo ND.  

 El día 15 del estudio los animales pertenecientes al grupo de ratas ND fueron 

randomizados y divididos en cinco subgrupos de tratamiento por lo que el estudio in vivo quedó 

formado por seis grupos experimentales: grupo 1. Ratas sanas control que recibieron placebo 

(Solución fisiológica) (C+P), grupo 2. Ratas ND que recibieron placebo (ND+P), grupo 3. Ratas 

ND tratadas con ASCs-CN (ND+ASCs-CN), grupo 4. Ratas ND tratadas con ASCs-CH 

(ND+ASCs-CH), grupo 5. Ratas ND tratadas con ASCs-DN (ND+ASCs-DN) y grupo 6. Ratas 

ND tratadas con ASCs-DH (ND+ASCs-DH). 

 Durante todo el estudio se monitorizó el peso, la glucosa, urea y creatinina en sangre, y la 

albúmina en orina. Esta última fue corregida por la creatinina (ratio albúmina/creatinina). 

También se calculó el incremento/decremento neto de estos parámetros el día 30 respecto al día 

15 y el día 45 respecto del día 30.  
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 Finalmente, el día 45 se sacrificaron a los animales y se extrajeron muestras de tejido 

renal para la realización de un estudio histológico con microscopía óptica y electrónica de 

transmisión. 

4. Resultados  

 Respecto a la caracterizaciónlos resultados mostraron que tanto las ASCs-C como las 

ASCs-D cultivadas en normoxia o hipoxia mantuvieron su perfil citométrico y su capacidad de 

diferenciación a adipocitos y osteoblastos. 

 La cuantificación de la tasa de duplicación no fue alterada en las ASCs-C o las ASCs-D 

por las condiciones de cultivo. 

 Respecto a la capacidad angiogénica de las ASCs, los resultados mostraron que la 

exposición a la hipoxia incrementó significativamente la capacidad de formación de estructuras 

tubulares, tanto en las ASCs-C como en las ASCs-D. Se observó también una menor capacidad 

angiogénica en las ASCs-D, independientemente de las condiciones de cultivo, en comparación 

con sanas.  

 En general la cuantificación de factores de secreción demostró que el 

preacondicionamiento en hipoxia no modificó significativamente la secreción de VEGF, IL-6, 

EGF, HGF, IDO e IGF-1 por las ASCs-D respecto a sus homólogas cultivadas en condiciones 

normoxia. Sin embargo, la secreción de VEGF por parte de las ASCs-D fue menor en relación a 

las ASCs-C cuando ambas fueron cultivadas en hipoxia. Por otro lado,la secreción de IL-6 fue 

significativamente mayor por parte de las ASCs-D en comparación a las ASCs-C, en ambas 

condiciones de cultivo. También, se encontró una reducción significativa de la secreción de EGF 

por las ASCs-D en relación a las ASCs-C en normoxia. 

 Los ensayos de migración hacia el VEGF no mostraron diferencias significativas ni por 

las condiciones de cultivo, ni por el estado de salud de las células. Al contrario, las ASCs-D 

mostraron una capacidad de migración hacia el SDF-1 significativamente menor respecto a las 

ASCs-C tras el preacondicionamiento en hipoxia. De los resultados derivados del ensayo de 

migración al factor EPO no se obtuvieron diferencias significativas en ninguna de las 

comparaciones realizadas. 

 El análisis bioinformático del grupo 1 (ASCs-CH vs. ASCs-CN) arrojó un total de 498 

DEGs, un enriquecimiento de términos relacionados con la membrana celular y una 

infrarrepresentación de términos vinculados con la mitosis. Además, las interacciones proteicas 
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entre el Abcc9-Kcnj8 y el Cenpk-Cenpn fueron las más representativas en la construcción de sus 

PPIs con los DEGs sobre y subexpresados, respectivamente. 

 El estudio bioinformático del grupo 2 (ASCs-DH vs. ASCs-DN) mostró un total de 201 

DEGs y el único resultado significativo derivó de la construcción de PPI con los DEGs 

sobreexpresados donde la interacción entre Ntrk1-Adora2a fue la más representativa.  

 Respecto al estudio realizado en el grupo 3 (ASCs-DN vs. ASCs-CN) los resultados 

mostraron un total de 444 DEGs, así como, el enriquecimiento y la infrarrepresentación de 

términos relacionados con la glicosilación proteica y la regulación positiva de la expresión 

génica, respectivamente. En cuanto a la construcción de PPIs, las interacciones entre Blnk-

Dapp1 y Hist1h3c-Hist2h4 fueron las más significativas de los DEGs sobre y subexpresados, 

respectivamente. 

 La comparación con herramientas bioinformáticas del grupo 4 (ASCs-DH vs. ASCs-CH) 

reveló un total de 2213 DEGs. Además del enriquecimiento y la infrarrepresentación de términos 

vinculados con la glicosilación proteica y la regulación positiva de la expresión génica, 

respectivamente. También el uso de la herramienta clusterProfiler mostró el enriquecimiento de 

la vía de interacción ligando-receptor neuroactivo de la vía del ribosoma y de la vía del calcio y 

la infrarrepresentación de la vía de infección por virus linfotrófico humano de células T tipo 1, 

de la vía de desregulación transcripcional en cáncer y de la vía del factor de necrosis tumoral. 

Respecto a la construcción de PPIs, las interacciones entre Rpl11-Rps5 y Kdr-Vegfa fueron las 

más significativas para los DEGs sobre y subexpresados, respectivamente. 

 El estudio in vivo mostró que el día 0 del modelo, el peso y los parámetros bioquímicos 

de todos los animales incluidos en el trabajo se encontraban dentro de valores normales. 

También se evidenció que entre el día 15 y el día 45, las ratas pertenecientes a los grupos ND 

inducidos con STZ (ND+P, ND+ASCs-CN, ND+ASCs-CH, ND+ASCs-DN y ND+ASCs-DH) 

mostraron una reducción significativa y constante de la ganancia de peso, así como un 

incremento significativo y sostenido de sus valores de glucosa en sangre y albúmina en orina, 

que no se vieron afectados por ninguno de los tratamientos suministrados.  

 Los resultados derivados de la cuantificación de urea y creatinina en sangre, así como del 

cálculo del incremento/decremento neto de los parámetros bioquímicos no mostraron cambios 

significativos a lo largo de todo el estudio.  

 En general, el análisis semicuantitativo realizado en el tejido renal de los diferentes 

grupos experimentales mostró una reducción significativa de lesiones renales claramente 
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identificadas como expansión mesangial, mesangiolisis, necrosis tubular aguda, presencia de 

microaneurismas y depósitos tubulares, cambio a células claras, engrosamiento de la membrana 

basal tubular y glomerulomegalia en el grupo de ratas con ND inducida que habían recibido 

alguno de los tratamientos celulares, independientemente del tipo celular administrado. Pero 

también se observó que el grupo tratado con ASCs-CH presentó una mayor reducción de ciertas 

lesiones como el cambio a células claras y la glomerulomegalia. Además, la reducción de 

lesiones renales como la presencia de quistes tubulares, de fibrosis intersticial y de infiltrado 

inflamatorio resultó estadísticamente significativa en el grupo de ratas ND tratadas con ASCs-

CH respecto al grupo ND-placebo.  

 Los resultados de la microscopía electrónica mostraron la ultraestructura del intenso daño 

renal causado por la ND e identificó las lesiones más características de este cuadro.  

5. Conclusiones 

 El presente estudio demuestra que el preacondicionamiento en hipoxia no afecta al 

fenotipo ni a la funcionalidad de las ASCs in vitro. Además, con el modelo experimental de ND 

se ha demostrado que la inyección intravenosa de ASCs derivadas de ratas sanas y 

preacondicionadas durante 48 horas en hipoxia posee un efecto beneficioso sobre la recuperación 

del daño renal. 
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ABSTRACT 

 

1. Background 

 Diabetic Nephropathy (DN) is one of the most severe complications of diabetes mellitus 

(DM),and it is the leading cause of chronic kidney disease all over the world.  

 Unfortunately, the current treatments of DN are just effective in delaying the progression 

of diabetic kidney disease to the subsequent establishment of end stage renal diseasewhere 

patients would require renal replacement therapy. With the emergence of cell-based therapy, 

mesenchymal stem cells (MSCs) hold remarkable potential for modifying the evolution of DN 

and even in repairing injured kidney tissue.  

 DM is a metabolic disorder which is associated with functional abnormalities of MSCs. 

Thus, the use of autologous MSCs in diabetic patients might be limited. Therefore, it is required 

to establish techniques which restore diabetes-dependent alterations on MSCs functionality. 

 The physiological microenvironment where MSCs are located in vivo present a lower 

oxygen concentration ranging from 1% to 5% (hypoxia) than most of the best practice for 

cellular culture, commonly performed under normoxia (20-21% O2). Several in vitro studies 

have reported that the culture of MSCs under hypoxia conditions increase their capabilities. 

Therefore, hypoxic preconditioning of MSCs prior to their transplantation could generate better 

therapeutic outcomes. 

 The results obtained from this doctoral thesis are intended to determine the effects of 

hypoxia preconditioning in the adipose-derived MSCs (ASCs) capacities isolated from diabetic-

induced rats and to analyze their therapeutic effectiveness in a murine model of DN. 

2. Objectives 

 To evaluate the effects of hypoxic preconditioning on the functionality, in vitro, of ASCs 

obtained from diabetic and healthy rats, and their therapeutic efficacy in a murine model of 

streptozotocin (STZ)-induced DN. 

3. Materials and methods 

 Firstly, in the in vitro study, ASCs were obtained from healthy isogenic Wistar rats 

(ASCs-C) and diabetic rats (ASCs-D). ASCs-C and ASCs-D were isolated and cultured to 
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passage 2 under normoxia (N=21% O2): In this point, ASCs were divided into two groups: The 

N group continued at the same culture conditions but the hypoxia group  were preconditioned 

under hypoxia (H=3% O2) for 48h. As a result, four in vitro study groups were established: 

ASCs-CN, ASCs-CH, ASCs-DN and ASCs-DH. 

 All ASCs were characterized phenotypically and functionally by flow cytometry and 

differentiation assays, respectively. With the purpose of analyze their in vitro capacities 

population doubling (PD), angiogenesis, paracrine activity and migration assays were carried 

out. 

 To identify the molecular changes of each study group, a microarray study was 

developed. Thus, four comparative groups were established: group 1. ASCs-CH vs. ASCs-CN, 

group 2. ASCs-DH vs. ASCs-DN, group 3. ASCs-DN vs. ASCs-CN andgroup 4. ASCs-DH vs. 

ASCs-CH. After differentially expressed genes (DEGs) identification from each comparative 

group, a bioinformatics enrichment study was carried out using DAVID and clusterProfiler tools. 

In addition, the protein-protein interaction networks (PPIs) were constructed using STRING. 

 On day 0, considered as the starting point of the in vivo study, the animals were randomly 

divided in two groups: healthy rats (C) and DN rats. 15 days after diabetic induction, all animals 

included in ND group were randomized into 5 groups according to the specific treatment to 

receive. So, finally, 6 experimental groups were formed: Group 1. Healthy control rats which 

received placebo (saline solution) (C+P), Group 2. DN rats which received placebo (DN+P), 

Group 3. DN rats treated with ASCs-CN (DN+ASCs-CN), Group 4. DN rats treated with ASCs-

CH (DN+ASCs-CH), Group 5. DN rats treated with ASCs-DN (DN+ASCs-DN) and Group 6. 

DN rats treated with ASCs-DH (DN+ASCs-DH). 

 Throughout the in vivo study weight, blood parameters (glucose, urea and creatinine) 

levels, as well as urinary albumin were measured. The levels of urine albumin were normalized 

by creatinine (albumin/creatinine ratio). It was also calculated the net increase/decrease of these 

parameters on day 30 with compared to day 15 and day on 45 with compared to day 30. 

 Finally, on day 45 all animals were sacrificed, and samples of renal tissue were extracted 

for the development of a histological study on the basis of optical and electronic microscopy. 

4. Results 

 Regarding phenotypic and functional characterization,the results showed that ASCs-C 

and ASCs-D cultured in normoxia or hypoxia conditions maintained their cytometric profile and 

their capacity to differentiate into adipocytes and osteoblasts. 
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 The results derived from PD quantification of ASCs showed that culture conditions did 

not significantly affect any of both cell types, regardless of the culture conditions. 

 The angiogenic capacity of ASCs showed that hypoxia preconditioning significantly 

increasedthe number of tubular structures formed by both cell types, and besides that, in both 

culture conditions, the ASCs-D showed a significantly lower capacity to form tubular structures 

than healthy ASCs.  

 The quantification of growth factors secreted by ASCs showed that hypoxia 

preconditioning did not modify the secretion capacity of VEGF, IL-6, EGF, HGF, IDO and IGF-

1 by ASCs-D in relation to their counterparts cultured in normoxia. Moreover, it was observed a 

significant reduction of VEGF and EGF secretion by ASCs-D in relation to ASCs-C in hypoxia 

and normoxia conditions, respectively. On the contrary, ASCs-D secreted higher levels of IL-6 

in both culture conditions. 

 Regarding to the migration assays performed with the VEGF, SDF-1 and EPO 

chemoattractants, the migratory capacity analyzed in ASCs-D showed that hypoxia 

preconditioning did not improve this capacity in relation to ASCs-C, regardless the culture 

conditions. But a lower migration capacity in ASCs-D toward SDF-1 in comparison to ASCs-C, 

after hypoxic preconditioning was observed. 

 The bioinformatics analysis of group 1 (ASCs-CH vs. ASCs-CN) revealed a total of 498 

DEGs, the overrepresentation (OR) of cell membrane-related terms and the underrepresentation 

(UR) of mitosis-related terms. In addition, the protein interactions between Abcc9-Kcnj8 and 

Cenpk-Cenpn were the most significant in the construction of their PPIs with up- and down-

regulated DEGs, respectively. 

 The bioinformatics study of group 2 (ASCs-DH vs. ASCs-DN) showed a total of 201 

DEGs and just a significant results in the construction of PPIs with up-regulated DEGs, where 

the interaction between Ntrk1-Adora2a was the most significant. 

 The enrichment study of group 3 (ASCs-DN vs. ASCs-CN) showed a total of 444 DEGs, 

terms related to protein glycosylation and positive regulation of gene expression for OR and UR 

terms, respectively. Regarding the construction of PPIs, the interactions between Blnk-Dapp1 

and Hist1h3c-Hist2h4 were the most significant of the up- and down-regulated DEGs, 

respectively. 

 The study of group 4 (ASCs-DH vs. ASCs-CH) revealed a total of 2213 DEGs. and terms 

linked to protein glycosylation and positive regulation of gene expression as OR and UR terms, 
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respectively. In addition, the clusterProfiler tool showed OR the ligand-receptor neuroactive 

interaction pathway, the ribosome pathway and the calcium pathway, and the UR of the human 

lymphotropic virus type 1 infection pathway, the transcriptional deregulation pathway in cancer, 

and the tumor necrosis factor pathway. Furthermore, the PPIs construction revealed that 

interactions between Rpl11-Rps5 and Kdr-Vegfa as the most significants for up and down 

regulated DEGs, respectively.  

 The in vivo study showed that on day 0, the body weight and the levels of the 

biochemical markers were corresponded to values of healthy animals. Furthermore, 15, 30 and 

45 days after STZ-injection, ND-induced rats’groups (DN+P, DN+ASCs-CN, DN+ASCs-CH, 

DN+ASCs-DN and DN+ASCs-DH) showed a significant reduction of their weight gain, and a 

significant increase in blood glucose levels and urine albumin excretion, regardless of the 

treatment administrated. 

 The results derived from the measurement of blood and creatinine levels, as well as, of 

the quantification of the net increase/decrease of biochemical parameters did not suffer 

substantial changes during all study.  

 Results derived from semiquantitative study performed on renal tissue showed a 

significant reduction of the mesangial expansion, mesangiolysis, microaneurysms, acute tubular 

necrosis, tubular deposits, clear cells change, and glomerulomegaly in DN-rat groups after 

cellular treatment, regardless the cell type administered, in comparison to DN-induced rats 

treated with placebo. The most significant reduction was observed in DN-rat groups treated with 

ASCs-CH for the clear cells changes and glomerulomegaly. All cellular treatments produced a 

reduction of tubular cysts, interstitial fibrosis and inflammatory infiltration, however these 

semiquantitative results were not statistically significant. Nonetheless, ASCs-CH showed greater 

effectiveness in reducing these lesions achieving significance in all cases. 

 The ultrastructural analysis performed by electron microscopy displayed the severe 

damaged produced by DN and identified its most characteristics histological lesions. 

5. Conclusions 

 The current study demonstrates that hypoxia preconditioning affects neither phenotype 

nor functionality of in vitro cultured ASCs. Furthermore, the experimental model of diabetic 

nephropathy reveals that intravenous administration of hypoxia-preconditioned ASCs for 48 

hours isolated from healthy rats possesses a beneficial effect on renal recovery. 
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LISTA DE ABREVIACIONES 

 

Abcc9   Transportador dependiente de ATP subfamilia C miembro 9. 

ADN   Ácido desoxirribonucleico. 

ADNc   ADN complementario. 

Adora2a   Receptor de adenosina A2A. 

AGEs   Productos finales de glicosilación avanzada. 

Ang-1    Angioporteína-1. 

APC    Aloficocianina. 

ARN    Ácido ribonucleico. 

ARNc   ARN complementario. 

ASCs   Células troncales mesenquimales derivadas del tejido adiposo. 

ASCs-CH  ASCs controles preacondicionadas en hipoxia. 

ASCs-CN  ASCs controles cultivadas en normoxia. 

ASCs-DH   ASCs diabéticas preacondicionadas en hipoxia. 

ASCs-DN  ASCs diabéticas cultivadas en normoxia. 

ATN*   Acute tubular necrosis. 

ATP   Adenosín trifosfato. 

BH   Benjamini-Hochberg. 

Blnk   Proteína adaptadora Blnk. 

BMMSCs  Células troncales mesenquimales derivadas de médula ósea. 

BS*   Bowman's space. 

BUN   Nitrógeno ureico en sangre. 

BW*   Body weight. 

C   Controles. 

C+P    Ratas control a las que se les aplicó solución salina. 

C+P*   Control rats which received placebo (saline solution). 

CCR7   Receptor de quimiocinas C-C tipo 7. 

CE   Célula endotelial. 

CENP   Proteína centromérica. 

Cenpk   Proteína centromérica K. 

CENPN  Proteína centromérica N. 
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CG   Capilar Glomerular. 

CHEK1  Serina/treonina quinasa Chek1. 

CI   Célula Inflamatoria. 

CS   Puntuación combinada. 

CT   Célula tubular. 

CXCR4  Receptor de quimiocinas CXC tipo 4. 

D   Diabéticas. 

Dapp1   Adaptador dual de fosfotirosina y 3 fosfoinosítidos 1. 

DAVID  The database for annotation, visualization and integrated discovery. 

DEGs   Expresión diferencial de genes. 

DM   Diabetes mellitus. 

DM1   Diabetes mellitus tipo 1. 

DM2   Diabetes mellitus tipo 2. 

DN*   Diabetic Nephropathy. 

DN+ASCs-CH* ND rats which were treated with ASCs-CH. 

DN+ASCs-CN* ND rats which were treated with ASCs-CN. 

DN+ASCs-DH* ND rats which were treated with ASCs-DH. 

DN+ASCs-DN* ND rats which were treated with ASCs-DN.  

DN+P*  ND rats which received placebo (saline solution). 

E   Eritrocito. 

E*   Erythrocyte. 

EB   Espacio de Bowman. 

EC*   Endothelial cell. 

ECh   Canal de evidencia. 

EF   Endotelio fenestrado. 

EGF   Factor de crecimiento epidérmico. 

ELISA   Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas. 

EM   Expansión mesangial. 

EMBT   Engrosamiento membrana basal tubular. 

EPO   Eritropoyetina. 

ESAM   Molécula de adhesión selectiva de células endoteliales. 

ETs   Estructuras tubulares. 

FBS   Suero bovino fetal. 

FC   Cambios de proporción. 
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FDR   Tasa de descubrimientos falsos. 

FE   Fenestrated endothelium. 

FGFb   Factor de crecimiento fibroblástico básico. 

Fgfr4   Receptor 4 del factor de crecimiento fibroblástico.  

FITC   Isocianato de fluoresceína. 

FS   Pérdida pedicelar: Fusión segmentaria. 

FSC   Forward scatter (Tamaño celular).  

G   Glomérulo. 

G*   Glomerulus. 

GC*   Glomerular capillary. 

G-CSF   Factor estimulante de colonias de granulocitos. 

GLUT4  Proteína transportadora de glucosa tipo 4. 

GM-CSF   Factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos. 

GO   Gene ontology. 

H   Hipoxia. 

H&E   Tinción hematoxilina-eosina. 

HGF   Factor de crecimiento de hepatocitos. 

HIF   Factor inducible por hipoxia. 

HIF-1α  Factor inducible por hipoxia uno alfa. 

HIF-2α  Factor inducible por hipoxia dos alfa. 

HIF-3α  Factor inducible por hipoxia tres alfa. 

HIF-α   Factor inducible por hipoxia alfa. 

HIF-β   Factor inducible por hipoxia beta. 

Hist1h3c  Histona H3.1. 

Hist2h4  Histona H4. 

HLA   Antígeno leucocitario humano. 

HLA-II   Antígeno leucocitario humano tipo 2. 

HRE   Elemento de respuesta a hipoxia. 

HRP   Peroxidasa de rábano picante. 

HTLV-1  Virus linfotrófico humano de células T tipo 1. 

IC*   Inflammatory cell. 

IDO   Indolamina 2,3-dioxigenasa. 

IGF-1   Factor de crecimiento insulínico-1. 

IL-10   Interleucina 10. 
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IL-1R2   Receptor de IL-1 tipo 2. 

IL-6   Interleucina 6. 

IL-8   Interleucina 8. 

IP   Intraperitoneal. 

IPr   Ioduro de propidio. 

iPSCs   Células troncales pluripotentes inducidas. 

IRC   Insuficiencia renal crónica. 

ISCT   Sociedad internacional de terapia celular. 

IV   Intravenosa.  

Kcnj8   Canal de potasio dependiente de voltaje, subfamilia J miembro 8. 

Kdr   Receptor de dominio de inserto quinasa. 

KEGG   Kyoto encyclopedia of genes and genomes. 

KGF    Factor de crecimiento queratinocítico. 

LL-37   Catelidina. 

LT   Luz tubular. 

M   Microaneurisma. 

M*   Microaneurysm. 

MC   Medio condicionado. 

MCN*   Mesangial cell nucleus. 

MCP-1  Proteína quimiotáctica de monocitos 1. 

MCP-3  Proteína quimiotáctica de monocitos 3. 

MDM2  Doble minuto murino. 

Me   Mesangio. 

ME*   Mesangial expansion. 

Me*   Mesangium. 

Mir15a   MicroRNA 15a. 

Mir16   MicroRNA 16. 

MMPs   Enzimas metaloproteinasas. 

MO   Médula ósea. 

MSCs   Células troncales mesenquimales. 

N   Normoxia. 

NCM   Núcleo célula mesangial. 

ND   Nefropatía diabética. 

ND+ASCs-CH Ratas ND a las que se les aplicó ASCs-CH.  
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ND+ASCs-CN Ratas ND a las que se les aplicó ASCs-CN.  

ND+ASCs-DH Ratas ND a las que se les aplicó ASCs-DH. 

ND+ASCs-DN Ratas ND a las que se les aplicó ASCs-DN.  

ND+P   Ratas ND a las que se les aplicó solución salina. 

NEK2   Serina/treonina quinasa Nek2. 

NF-κB   Factor nuclear kappa B.  

NGF   Factor de crecimiento nervioso. 

NK   Células asesinas naturales. 

NO   Óxido nítrico. 

NOS    Óxido nítrico sintasa. 

NR4A1  Receptor nuclear huérfano 4A1. 

NTA   Necrosis tubular aguda. 

Ntrk1   Receptor de tirosina quinasa 1. 

O2   Oxígeno. 

OR*   Overrepresented. 

P   Podocito. 

P*   Podocyte. 

PAC   Células proangiogénicas. 

PAS   Tinción con ácido peryódico de Schiff. 

PBS   Tampón fosfato salino. 

PD   Tasa de duplicación. 

PDGF   Factor de crecimiento derivado de las plaquetas. 

Pe   Pedicelos. 

Pe*   Pedicel. 

PET   Tereftalato de polietileno. 

PGE2   Prostaglandina E2. 

PIGF   Factor de crecimiento placentario. 

PPI   Red de interacción proteica. 

RAGE   Receptor de los productos finales de glicosilación avanzada. 

RD   Retinopatía diabética. 

Rpl11   Proteína ribosomal L11. 

Rps5   Proteína ribosomal S5. 

SAEX   Servicio de animales de experimentación. 

SCAI   Servicio central de apoyo a la investigación. 



Lista de abreviaciones  Tesis doctoral 

22 

SDF-1   Factor derivado de células estromales-1. 

SEM   Error estándar de la media.  

SFPE*   Segmental foot process effacement. 

SMART  Simple Modular Architecture Research Tool. 

SSC    Side scatter (complejidad o granulosidad celular). 

STRING  Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins. 

STZ   Estreptozotocina. 

TA   Tejido adiposo. 

TC*   Tubular cell. 

TGFα    Factor de crecimiento transformante alfa. 

TGFβ   Factor de crecimiento transformante beta. 

TL*   Tubular lumen. 

TNFα    Factor de necrosis tumoral alfa. 

TRE    Elemento sensible al Tax. 

TSR   Terapia de sustitución renal. 

TTBM*  Thickening of tubular basement membrane. 

UR*   Underrepresented. 

US   The United States. 

VCAM-1  Proteína de adhesión celular vascular 1. 

VE   Vesículas extracelulares. 

VEGF   Factor de crecimiento endotelial vascular. 

Vegfa   Factor de crecimiento endotelial vascular A. 

 

 

* Estos acrónimos son utilizados en la sección de anexos 1; donde figuran los gráficos, tablas e 

imágenes de resultados derivados de la presente tesis en idioma inglés. 
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INTRODUCCIÓN 

 

1. Medicina regenerativa y células troncales 

 La medicina regenerativa es la rama de las ciencias médicas que plantea alternativas 

terapéuticas para patologías en las que no se dispone de tratamiento, o bien, las terapias 

disponibles son poco efectivas [1]. Se trata de un área multidisciplinar que emplea genes, 

proteínas o células con la finalidad de restaurar o reemplazar tejidos dañados debido a traumas, 

enfermedades subyacentes o envejecimiento. El estudio y aplicación terapéutica de células 

troncales constituyen su base principal [2].  

 Las células troncales se definen como un grupo de células no especializadas o 

indiferenciadas que presentan dos propiedades principales que las diferencian del resto de tipos 

celulares, que son las siguientes: capacidad de autorrenovación, es decir, degenerar una copia 

exacta de sí mismas, y la capacidad de producir células maduras especializadas bien definidas [1, 

3]. 

 Las células troncales pueden ser clasificadas según su potencialidad o capacidad de 

diferenciación en: 

 Células troncales totipotentes: Son aquellas que aparecen en las etapas iniciales del 

desarrollo embrionario previas a la fase de blastocisto. Poseen la capacidad de 

diferenciarse en cualquier tipo celular derivado de una de las tres capas germinales del 

tejido embrionario (endodermo, mesodermo y ectodermo), y también en estructuras 

embrionarias como placenta y el cordón umbilical [1]. Por lo tanto, son capaces de 

generar un individuo completo [4]. 

 Células troncales pluripotentes: Son aquellas capaces de diferenciarse en cualquier tipo 

celular derivado de las tres capas germinales, pero no en células de estructuras 

embrionarias como placenta y cordón umbilical [1]. 

 Células troncales multipotentes: Este tipo celular posee la capacidad de diferenciarse a 

distintos tipos celulares derivados de una única capa germinal [5]. Estás células se 

encuentran parcialmente diferenciadas [1]. 
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 Células troncales oligopotentes: Son aquellas que pueden diferenciarse en unos pocos 

linajes celulares [6]. 

 Células troncales unipotentes: Son células progenitoras que solamente pueden 

diferenciarse en un único linaje celular. Este grupo celular se encuentra en diferentes 

tejidos del organismo y su función es la de actuar como reservorio de células troncales 

durante la vida del mismo [1]. 

 Otra forma de clasificación de las células troncales es según su origen: 

 Células troncales embrionarias: Son células totipotentes que se obtienen en las primeras 

etapas del desarrollo del embrión previas al blastocisto [1], y pueden diferenciarse en 

linajes celulares de las tres capas germinales (ectodermo, endodermo y mesodermo) [6]. 

 Células troncales germinales: Son células que pueden aislarse de la línea embrionaria de 

producción de óvulos y espermatozoides [1]. 

 Células troncales fetales: Son aquellas que se pueden aislar de órganos y tejidos fetales. 

Presentan características similares a sus homologas encontradas en tejidos adultos [1]. 

 Células troncales adultas: Son células multipotenciales que persisten en el individuo 

adulto, en calidad de reservorio natural, y están disponibles a lo largo de la vida del 

organismo [1]. Juegan un rol fundamental en la regeneración y reparación de tejidos 

lesionados. A este grupo pertenecen las células troncales mesenquimales [6]. 

2. Células Troncales Mesenquimales (MSCs) 

 Entre las décadas de los 60s y 70s del siglo XX comenzó el estudio de las células 

troncales mesenquimales, siendo la médula ósea (MO) el primer reservorio identificado de este 

tipo celular en organismos adultos [7]. Friedenstein y colaboradores fueron los primeros en aislar 

y describir esta población celular como células adherentes con morfología fibroblastoide, y con 

la habilidad de crecer rápidamente in vitro formando colonias [7-11]. 

 Considerando que esta población celular tiene la capacidad de diferenciarse en varios 

tipos celulares del tejido conectivo de diversos órganos, el profesor de biología de la Universidad 

Case Western Reserve, Arnold I. Caplan propuso el término en inglés "mesenchymal stem cells" 

(MSCs) para su denominación, término que en español ha sido traducido, entre otros, como 

células troncales mesenquimales [7, 12, 13]. Sin embargo, años después el propio Arnold I. 

Calpan haciendo énfasis en su actividad señalizadora paracrina, sugirió renombrarlas como 
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"Medical Signaling Cells" puesto que se considera a esta cualidad como la principal responsable 

de su acción terapéutica [7, 14, 15]. 

 Actualmente, dentro de la literatura científica la abreviación en inglés MSCs también se 

puede interpretar como multipotent stromal cells, mesenchymal stromal cells, marrow stromal 

cells, mesodermal stem cells, entre otros [14]. 

3. Criterios de identificación de las Células Troncales Mesenquimales 

 Hoy en día, todavía existe algo de controversia relacionada con la nomenclatura y las 

características de las células troncales mesenquimales. En este contexto, la Sociedad 

Internacional de Terapia Celular (ISCT, International Society for Cellular Therapy) estableció en 

2006 los criterios mínimos que debían cumplir las células troncales mesenquimales para su 

identificación. Estos criterios fueron ampliamente aceptados por la comunidad científica [7] y 

son los siguientes [15, 16]: 

 Capacidad de adherencia al plástico en condiciones estándar de cultivo (5% de CO2 y 

37ºC de temperatura). 

 El total de la población de las células en cultivo debe expresar positividad para los 

antígenos de superficie CD73, CD90 y CD105 en un porcentaje igual o mayor al 95% y 

negatividad para los antígenos de superficie CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79α o 

CD19 y el antígeno leucocitario humano (HLA, Human Leukocyte Antigen) de clase II 

en un porcentaje igual o mayor al 98%. 

 Capacidad in vitro de diferenciarse a osteoblastos, adipocitos y condrocitos en 

condiciones de diferenciación estándar. La diferenciación debe ser demostrada con el uso 

de tinciones específicas para cada grupo celular, siendo aceptadas las técnicas de Alizarín 

Red y de Von Kossa para osteoblastos, Oil Red O para adipocitos y Alcian blue e 

inmunoquímica para condroblastos. 

4. Fuentes de obtención de las Células Troncales Mesenquimales 

 La MO fue la fuente primaria de obtención y aislamiento de MSCs. En este órgano 

linfoide las MSCs se ubican en nichos adyacentes al endotelio sinusoidal, y se desarrollan en 

estrecha relación con las células troncales hematopoyéticas [15]. No obstante, actualmente se ha 

demostrado su presencia en una amplia variedad de tejidos y secreciones del organismo adulto 

como el tejido adiposo (TA), la sangre periférica, la pulpa dental, los ligamentos amarillos, la 

sangre menstrual, el endometrio y la leche materna, entre otros. También se han podido aislar 
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MSCs de secreciones y tejidos fetales tales como el líquido amniótico, las membranas fetales, las 

vellosidades coriónicas, la placenta, el cordón umbilical, la gelatina de Wharton y la sangre del 

cordón umbilical [7]. 

 Aunque en términos generales, las MSCs de origen adulto y fetal poseen características 

similares, las MSCs derivadas del feto parecen presentar una mayor tasa de proliferación 

respecto a las procedentes de tejidos adultos [17]. 

 A la fecha, las MSCs obtenidas de MO (BMMSCs, Bone Marrow Mesenchymal Stromal 

Cells) son las más ampliamente estudiadas y caracterizadas, sin embargo, debido a que su 

obtención implica procedimientos altamente invasivos (aspiración de MO a través de punción de 

la cresta ilíaca) y a su limitado número dentro de la misma, entre el 0.001% al 0.01% del total de 

células mononucleadas, las MSCs derivadas del TA (ASCs, Adipose Tissue-derived Stromal 

Cells) se han convertido en una de las alternativas más prometedoras debido a la gran cantidad 

de tejido adiposo presente en diversos puntos anatómicos, que, además, son fácilmente 

accesibles [18], y a la alta concentración de MSCs presentes en el TA, aproximadamente 500 

veces más que en MO [12]. En 2001, Zuk y colaboradores fueron los primeros en identificar y 

caracterizar las ASCs [11, 12, 19, 20]. 

 Aunque se ha documentado que las BMMSCs y las ASCs comparten numerosas 

características biológicas, se han observado también algunas diferencias entre ambas poblaciones 

celulares [12]. Por ejemplo ha sido descrito que las características genéticas de las ASCs son más 

estables en condiciones estándar de cultivo, incluso cuando estos son de larga duración [12, 21], 

y, además, las ASCs presentan una capacidad proliferativa aumentada y retardación del proceso 

de senescencia respecto a las BMMSCs [12]. 

 Por otro lado, en relación con la capacidad de diferenciación, aún no ha sido definido si 

alguno de estos dos tipos celulares presenta mayor capacidad de diferenciarse hacia algún linaje 

en particular. Existen estudios que indican que las BMMSCs tienen una mayor habilidad para 

diferenciarse a osteoblastos y las ASCs a adipocitos [22-24], no obstante, otros estudios no 

observaron tales diferencias [25, 26]. Strioga y colaboradores, adjudican estas discrepancias a los 

diferentes métodos de obtención de las MSCs y a los distintos protocolos de diferenciación 

usados por cada equipo de investigación [12]. La tabla 1 muestra las principales diferencias entre 

BMMSCs y ASCs. 
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Tabla 1. Principales diferencias entre BMMSCs y ASCs: Datos extraídos de la revisión bibliográfica de Strioga y 
colaboradores. Stem cell and development, 2012 [12]. 

5. Mecanismos de acción de las Células Troncales Mesenquimales 

 En un inicio se pensaba que el principal mecanismo de acción terapéutica de las MSCs 

consistía en su capacidad de diferenciarse hacía células funcionales del órgano lesionado, 

promoviendo así su regeneración. Sin embargo, varios estudios demostraron que una vez 

infundidas, la supervivencia y la capacidad de diferenciación de las MSCs en células funcionales 

era bastante reducida, por ello se dedujo que este mecanismo por sí solo no era suficiente para 

explicar la eficacia terapéutica que se había observado hasta ese momento [27, 28]. 

 Dexter y colaboradores [29], mediante estudios de cocultivo in vitro, por primera vez 

demostraron que las MSCs eran capaces de promover el crecimiento, viabilidad y 

multipotencialidad de células troncales hematopoyéticas, y concluyeron que estas observaciones 

reflejaban una acción paracrina de las MSCs. Actualmente, se acepta que además de su 

capacidad de diferenciación y su función paracrina, las MSCs poseen otras propiedades que 

podrían tener un efecto regenerativo como la interacción con otras células mediante nanotubos y 

la liberación de microvesículas o vesículas extracelulares (VE) [27], constituyendo en su 

conjunto los mecanismos de acción terapéutica de las MSCs (Figura 1).  
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Figura 1. Mecanismos de acción de las MSCs: Adaptado de la revisión bibliográfica de Spees y colaboradores. 
Stem cell research and therapy, 2016, 7:15 [27].  

 

5.1. Capacidad de diferenciación de las Células Troncales Mesenquimales 

 Como se mencionó previamente en el apartado de "Criterios de identificación de las 

Células Troncales Mesenquimales", las MSCs expandidas in vitro en condiciones estándar tienen 

un potencial innato de diferenciación hacia osteoblastos, adipocitos y condrocitos [7, 15, 16]. Se 

ha observado, además, que las MSCs sometidas a ciertas condiciones específicas de cultivo 
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pueden diferenciarse incluso a otros tipos celulares [7]. Como muestran los estudios realizados 

por Caplan y Dennis, donde las MSCs son capaces de diferenciarse en mioblastos, células del 

estroma de la MO y fibroblastos mediante un proceso que denominaron "mesengénesis" [30]. 

Otros estudios han demostrado la capacidad de las MSCs para diferenciarse a hepatocitos, 

células de los islotes pancreáticos y neuronas. Según estos resultados, las MSCs presentan 

capacidad de diferenciación a linajes celulares de las tres capas germinales: ectodermo, 

endodermo y mesodermo [7]. A pesar de estos estudios y la probada gran plasticidad celular de 

las MSCs, sigue existiendo un cierto escepticismo respecto a la funcionalidad que pueden tener 

las MSCs diferenciadas a linajes no mesodérmicos como a células de tejido nervioso, dado que 

aún no se tiene claro si las MSCs diferenciadas a neuronas son capaces de generar un potencial 

de acción comparable al de una neurona madura [15]. 

5.2. Actividad paracrina de las Células Troncales Mesenquimales 

 Las MSCs secretan una amplia variedad de moléculas bioactivas relacionadas con el 

proceso regenerativo y terapéutico. De hecho, varios autores consideran este mecanismo como el 

principal por el cual las MSCs ejercen su efecto terapéutico [31, 32]. 

 Los factores secretados son capaces de producir diferentes efectos y algunos de ellos solo 

son liberados en condiciones específicas [33] (Figura 2). 

5.2.1. Inmunomodulación 

 Las MSCs sintetizan una serie de citoquinas con capacidad inmunomoduladora entre las 

que se encuentran el factor de crecimiento transformante beta (TGFβ, Transforming Growth 

Factor β), la interleucina 10 (IL-10, Interleukin 10), la prostaglandina E2 (PGE2, Prostaglandin 

E2), la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO, Indoleamine 2,3-dioxygenase), el óxido nítrico (NO, 

Nitric Oxide) y los miembros de la familia del factor de necrosis tumoral FAS y su ligando 

FASL [34] que actúan inhibiendo la función y la proliferación de linfocitos B y T, de células 

dendríticas, células asesinas naturales (NK, Natural Killer), monocitos, neutrófilos y macrófagos. 

 Es interesante el hecho que el efecto inmunomodulador de la MSCs sobre los macrófagos 

además de provocar su inhibición en ciertos momentos puede también estimular su expresión de 

genes vinculados con la fagocitosis macrofágica lo que incrementa su capacidad de eliminar 

agentes bacterianos [35]. 

 Por otro lado, las MSCs son responsables también de la secreción de factores 

involucrados en la reducción del proceso fibrótico. Entre éstos se encuentran el factor de 

crecimiento queratinocítico (KGF, Keratinocyte Growth Factor), el factor de crecimiento de 
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hepatocitos (HGF, Hepatocyte Growth Factor), el factor de crecimiento del endotelio vascular 

(VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor), la angioproteína-1 (Ang-1, Angioprotein-1), el 

factor derivado de células estromales-1 (SDF-1, Stromal Cell-derived Factor-1), el factor de 

crecimiento insulínico-1 (IGF-1, Insulin-like Growth Factor), el factor de crecimiento 

epidérmico (EGF, Epidermal Growth Factor), el factor de crecimiento nervioso (NGF, Nerve 

Growth Factor) y el factor de crecimiento transformante α (TGFα, Transforming Growth Factor 

α) [7]. 

5.2.2. Activación de las células troncales propias del tejido lesionado 

 A través de la secreción de múltiples factores de crecimiento y citoquinas, las MSCs son 

capaces de estimular cambios favorables en el microambiente celular estimulando la 

proliferación, movilización y activación de células troncales residentes en el tejido lesionado. 

Entre estos factores los más destacables son el VEGF, IGF-1 y el HGF [35]. 

5.2.3. Homing 

 Para que las MSCs desempeñen su rol regenerativo de forma más efectiva deben 

aproximarse al tejido dañando [28]. El adjetivo en inglés "Homing", que se traduce al español 

como “buscador” [36], es usado con frecuencia para referirse al proceso que consiste en la 

migración selectiva de las MSCs hacia un tejido lesionado, y a su secreción sostenida de factores 

quimiotácticos. Se puede dividir a este proceso en tres etapas. La primera consiste en la 

migración selectiva de las MSCs hacia el tejido diana mediante la acumulación de factores 

quimiotácticos y citoquinas como son  EGF, IGF, el factor de crecimiento derivado de las 

plaquetas (PDGF, Platelet-derived Growth Factor), VEGF, SDF-1, el factor de necrosis tumoral 

α (TNFα, Tumor Necrosis Factor α), las ILs-1, 6 y 8. Otros factores que son capaces de estimular 

la migración de las MSCs son la proteína de adhesión celular vascular 1 (VCAM-1, Vascular cell 

Adhesion Molecule 1), la proteína quimiotáctica de monocitos 1 (MCP-1, Monocyte 

Chemoattractant Protein 1), la proteína quimiotáctica de monocitos 3 (MCP-3, Monocyte 

Chemoattractant Protein 3), el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF, 

Granulocyte Colony-stimulating Factor) y la hipoxia,  factor físico comúnmente presente en el 

microambiente de los tejidos lesionados. Es importante destacar que el SDF-1 y el TNFα además 

de estimular la migración de las MSCs, inducen la expresión de receptores específicos como el 

receptor de quimioquinas CXC tipo 4 (CXCR4, CX Chemokine Receptor 4) y el receptor de 

quimioquinas C-C tipo 7 (CCR7, C-C Chemokine Receptor 7), respectivamente, potenciando 

aún más la movilización de las MSCs. 
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 En la segunda etapa las MSCs se adhieren al tejido mediante selectinas e integrinas y en 

la tercera y última etapa, se infiltran en el tejido diana a través de la secreción de las enzimas 

metaloproteinasas (MMPs, Matrix Metalloproteinases) y de sus inhibidores [35]. 

5.2.4. Efectos antimicrobianos 

 En respuesta a agentes patógenos las MSCs secretan péptidos capaces de provocar la 

disrupción de la pared bacteriana. Entre estos encontramos a la catelidina (LL-37) y la lipocalina 

2 [35]. 

5.2.5. Angiogénesis 

 Las MSCs secretan una amplia gama de factores solubles angiogénicos. Entre éstos se 

encuentran el factor de crecimiento fibroblástico básico (bFGF, Basic Fibroblast Growth Factor), 

VEGF, TGF-β, PDGF, la angiopoyetina 1 (ANG-1, Angiopoyetin 1), el factor de crecimiento 

placentario (PIGF, Placental Growth Factor), IL-6, HGF, MCP-1 [37] y SDF-1. Estos factores 

contribuyen al mantenimiento del sistema vascular y a la formación de nuevos vasos [35].  

5.2.6. Efecto antiapoptótico 

 Otro de los efectos de la actividad paracrina de las MSCs es la inhibición de la muerte 

celular programada en el tejido a regenerar con el fin de preservar su funcionalidad. Entre los 

factores vinculados a la inhibición de la apoptosis están el VEGF, HGF, IGF, TGF-β, FGF, IL-6 

y el factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF). Estos factores 

estimulan los mecanismos de reparación del ADN, reducen la expresión de vías moleculares de 

muerte mitocondrial y regulan la expresión de proteínas anti y pro apoptóticas [35].  

 

 



Introducción  Tesis doctoral 

34 

 

Figura 2. Factores bioactivos secretados por MSCs. 

5.3. Interacción célula a célula mediante nanotubos 

 Los nanotubos son estructuras membranosas de 50 a 200 nm de diámetro capaces de 

interconectar y transferir componentes celulares a células adyacentes [38]. 

 Spees y colaboradores [39] en 2005 describieron la capacidad de lasMSCs de transferir 

mitocondrias funcionales a células que presentaban defectos en su cadena respiratoria 

mitocondrial. Actualmente, se ha demostrado que las MSCs son capaces de llevar a cabo este 

proceso in vivo transfiriendo también moléculas como péptidos, electrolitos y ácidos nucleicos, 

dando como resultado una reducción del daño en el tejido lesionado [27]. 

5.4. Transferencia de moléculas mediante vesículas extracelulares 

 Las vesículas extracelulares son estructuras membranosas derivadas de la membrana 

celular liberadas por un gran número de células somáticas. El término "vesículas extracelulares", 

engloba a una población heterogénea de estructuras que pueden categorizarse según su tamaño y 

origen. Se denominan “exosomas” cuando presentan un diámetro de 30 a 100 nm y son de origen 

endocítico, “microvesículas” cuando presentan un diámetro de 50 a 1000 nm y no son de origen 

endocítico, y “cuerpos apoptóticos” cuando miden entre 1 y 5µm de diámetro y son liberados 

durante el proceso de apoptosis [27]. 
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 Las vesículas extracelulares pueden contener, y, por tanto transferir, una amplia variedad 

de factores de crecimiento, proteínas, lípidos y material genético que favorecen la regeneración 

tisular, la recuperación y la reperfusión de tejidos y órganos lesionados [37]. 

 De forma particular, los exosomas derivados de las MSCs están generando un gran 

interés dentro de la comunidad científica debido a que ha sido demostrado que poseen la 

capacidad de reducir la inflamación y de estimular la proliferación celular durante el proceso de 

reparación tisular [27]. 

6. Las Células Troncales Mesenquimales en medicina regenerativa 

 Desde su descubrimiento en la década de los 70s, las técnicas de extracción, cultivo e 

inducción para la diferenciación de las MSCs han mejorado considerablemente. Además, se han 

producido importantes avances en el área de la biología molecular y las técnicas de trasplante 

celular. Todo esto, ha impulsado y facilitado su uso como herramienta terapéutica en medicina 

regenerativa [20]. 

 Las vías de administración de las MSCs varían según el efecto deseado. La 

administración sistémica se ha utilizado cuando el objetivo es conseguir un efecto de amplio 

espectro y simultáneo en varias partes del organismo como en patologías autoinmunes. Por el 

contrario, la administración local ha sido seleccionada cuando es necesaria una acción más 

específica y localizada como la revascularización posterior al infarto agudo de miocardio. La 

ingeniería de tejidos también se ha utilizado como mecanismo complementario en la 

administración de MSCs [15]. 

 El material usado para la conformación del producto celular a trasplantar es otro punto 

importante referente al uso de MSCs en terapia celular. El trasplante autólogo implica la 

administración de células aisladas del mismo individuo por lo que no genera respuesta 

inmunitaria y garantiza la no trasmisión de enfermedades infecciosas. Sin embargo, el trasplante 

autólogo generalmente hace uso de células aisladas de pacientes aquejados por alguna 

comorbilidad (enfermedad subyacente, medicación o senilidad) lo que dificulta la obtención de 

un número suficiente de células para obtener el efecto terapéutico deseado dado que la capacidad 

proliferativa de estas células suele ser reducida. En ese contexto y considerando que ciertas 

patologías requieren un trasplante urgente, el uso terapéutico de células  alogénicas de donantes 

sanos, sometidas a múltiples controles de calidad y previamente criopreservadas, son una fuente 

de la que se podría disponer rápidamente para la obtención de una mejor calidad del producto 

celular así como una cantidad suficiente de células [32].  
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 Aunque se ha demostrado que la trasfusión de un producto celular de MSCs alogénicas 

genera cierta respuesta inmunitaria, esta reacción inmunológica no suele ser importante y está 

más relacionada con el proceso de cultivo y expansión de las MSCs que con el producto celular 

en sí. Actualmente se consideran a las MSCs como células inmuno-privilegiadas por su 

capacidad de evadir y/o suprimir el sistema inmunitario al carecer, como ya se ha mencionado, 

del antígeno HLA-II responsable de la inducción de la respuesta inmunitaria adaptativa. Según la 

bibliografía publicada, aproximadamente en el 40% de los ensayos clínicos relacionados con 

distintas patologías, las MSCs de origen alogénico han sido seleccionadas para su infusión y 

tratamiento de las distintas patologías, según la base de datos del US National Institute of Health 

(www.clinicaltrials.gov) [32]. 

 La tabla 2 muestra un resumen de las principales ventajas y desventajas del trasplante 

autólogo y alogénico.  

 

Tabla 2. Ventajas y desventajas de los trasplantes celulares autólogos y alogénicos: Adaptación de la revisión 
bibliográfica de Marta Kot y colaboradores. International Journal of Molecular Science. 2019, 20, 5680 [32]. 

7. Las Células Troncales Mesenquimales como tratamiento de la Nefropatía Diabética 

 La diabetes mellitus (DM) es una patología metabólica caracterizada por la elevación de 

glucosa en sangre y comúnmente se clasifica en dos tipos. La DM tipo 1 (DM1) se asocia con 

alteraciones en la producción de insulina como consecuencia de la destrucción de las células β 

del páncreas a causa de un proceso autoinmune mediado por células T. Por otro lado, la DM tipo 
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2 se caracteriza por la reducción celular de la sensibilidad a la insulina (resistencia a la insulina) 

y por alteraciones en su producción [40].  

 La nefropatía diabética (ND) es una de las complicaciones vasculares más severas de las 

DM [41] y representa la principal causa de insuficiencia renal crónica (IRC) en el mundo, 

incrementando además la mortalidad en pacientes diabéticos [42, 43].  

 Aproximadamente el 30% de pacientes con DM1 y entre el 30% al 40% de pacientes con 

DM2 sufren o sufrirán ND [44]. 

 En seres humanos, este trastorno se caracteriza por la presencia de albuminuria elevada y 

persistente (>300mg/24h), hipertensión arterial sistémica, hipertensión intraglomerular y 

alteraciones sustanciales macro y microscópicas en la estructura del riñón como hipertrofia renal, 

engrosamiento de la membrana basal tubular, atrofia tubular, glomeruloesclerosis [41, 45, 46] e 

infiltrado inflamatorio [46, 47]. 

 Debida a su alta concentración sistémica la glucosa tiende a formar uniones no 

enzimáticas con proteínas, lípidos y ácidos nucleicos. Los productos resultantes de esta unión 

son los denominados productos finales de glicosilación avanzada (AGEs, Advanced Glycation 

End-products), responsables principales del desarrollo de la ND [46].  

 La acumulación de AGEs produce cambios degenerativos y alteraciones funcionales en el 

glomérulo a través de la sobreexpresión de su receptor RAGE (Receptor for Advanced Glycation 

End-products) en células mesangiales, tubulares y podocitos, desencadenando una intensa 

reacción inflamatoria que dará lugar a la fibrosis del tejido renal [48]. 

 Los métodos disponibles en la actualidad para tratar la ND están orientados en su 

mayoría al control de las alteraciones metabólicas y hemodinámicas que acompañan este cuadro, 

es decir, a mantener los niveles de glucosa en sangre y presión arterial dentro de rangos cercanos 

a los fisiológicos. Por lo tanto, estos tratamientos solo retardan la evolución de la ND y el 

establecimiento posterior de la IRC [46, 49], estado en el que los pacientes pueden llegar a 

requerir terapia de sustitución renal (TSR) [49]. Lamentablemente, la TSR está ligada a costes 

elevados y es de difícil acceso en países en vías de desarrollo. Se estima que aproximadamente 

5.4 millones de personas requerirán de la TSR en el año 2030 [50]. Por todo ello, existe una 

necesidad imperiosa de desarrollar nuevos métodos terapéuticos para preservar el normal 

funcionamiento renal, detener la evolución de la ND a IRC e incluso revertir los efectos lesivos 

de la glucosa sobre el riñón. Este hecho sin duda repercutiría en la calidad de vida de los 

pacientes y en la reducción de los costes sanitarios. Por todo ello, la terapia celular basada en la 
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administración de MSCs representa una estrategia atractiva para lograr estos objetivos como se 

ha demostrado con numerosos estudios realizados en diferentes modelos animales en los que se 

ha observado que la aplicación de MSCs previene y/o revierte la evolución de la ND [10, 41, 43, 

49, 51-53] a través de sus propiedades inmunomoduladoras, antiapoptóticas [10, 53] y de su 

capacidad de promover directamente la proliferación de las células del parénquima renal [53]. 

Estas observaciones destacan el importante rol de la señalización paracrina dependiente de las 

MSCs sobre el tejido renal lesionado.  

 Desafortunadamente, la diabetes está estrechamente asociada con la alteración en la 

homeostasis de las MSCs [11, 54-57] debida a la producción de AGEs y al incremento del estrés 

oxidativo como consecuencia de la elevación sistémica de la concentración de glucosa [11, 54]. 

En este sentido, las MSCs derivadas de pacientes diabéticos presentan una mayor susceptibilidad 

a sufrir senescencia celular y apoptosis además de tener una menor capacidad de diferenciación a 

linajes mesodérmicos [10, 11]. Estos hechos podrían limitar el uso autólogo de las MSCs. Por lo 

tanto, futuras investigaciones deberían estar orientadas a desarrollar técnicas para restaurar la 

funcionalidad de las MSCs y de ese modo no descartar completamente el trasplante autólogo en 

pacientes diabéticos.  

8. Efecto del preacondicionamiento en hipoxia sobre las Células Troncales Mesenquimales 

 El metabolismo celular aeróbico es un proceso esencial de la fisiología celular que 

participa en la transformación de carbohidratos en energía. Proceso en el que el oxígeno 

constituye el sustrato esencial, por ello, todas las células requieren un adecuado suministro de 

oxígeno [58]. 

 Para su aplicación en clínica, las ASCs deben ser inicialmente aisladas y posteriormente 

expandidas in vitro. La mayoría de los incubadores convencionales de laboratorio mantienen los 

cultivos celulares a una concentración de oxígeno igual a la atmosférica, entre el 20% al 21%, 

condición de cultivo que puede definirse como normoxia [59].  

 La normoxia genera un ambiente poco fisiológico para el crecimiento y desarrollo celular 

y puede llegar incluso a provocar estrés en las MSCs cultivadas in vitro. Existen evidencias que 

este estrés puede provocar senescencia prematura, daño en el ADN, reducción de la capacidad de 

duplicación de la población celular y una menor biodisponibilidad posterior al trasplante de las 

MSCs [9]. 

 La tensión de oxígeno fisiológica en seres humanos es considerablemente más baja que la 

tensión atmosférica, es decir, es un microambiente hipóxico y varía entre un 1% en el cartílago y 
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médula ósea, y un 12% en sangre periférica [31]. En el tejido adiposo las ASCs residen en un 

microambiente hipóxico de entre el 1% y el 5% de O2 [59]. En ese marco, el cultivo celular en 

normoxia podría ser un factor limitante en la efectividad y el uso de las ASCs como agentes 

terapéuticos.  

 La maquinaria celular está capacitada para responder a los cambios de oxígeno en su 

microambiente [58]. A nivel molecular el mayor regulador de la respuesta celular a la hipoxia es 

el factor inducible por hipoxia (HIF, Hypoxia Inducible Factor). El HIF controla la expresión de 

varios genes actuando como factor de transcripción mediante su unión al elemento de respuesta a 

hipoxia (HRE, Hypoxia Response Element) que es un componente presente en los promotores de 

sus genes diana. Estos genes están involucrados en una amplia variedad de funciones celulares 

como el metabolismo, la inflamación y la regulación hormonal, entre otros [60]. 

 El complejo HIF está constituido por dos subunidades proteicas el HIF-α y HIF-β. Dentro 

de la subunidad HIF-α existen al menos tres subtipos HIF-1α, HIF-2α y HIF-3α, siendo la 

primera la más activa y predominante [60]. De hecho, la sobreexpresión del HIF-1α incrementa 

la viabilidad, proliferación, capacidad migratoria y biodisponibilidad de las MSCs [59]. La 

subunidad HIF-β tiene carácter constitutivo y no se suele ver afectada por las concentraciones de 

oxígeno [60].  

 Estudios publicados han demostrado que las ASCs preacondicionadas en hipoxia tienen 

un menor riesgo de sufrir daño genómico además de presentar un menor potencial tumorogénico 

[59]. 

 En cuanto a la actividad paracrina de las MSCs, existen trabajos que acreditan el rol de la 

hipoxia como modulador de su acción secretora, incrementando la síntesis y liberación de 

factores como el VEGF, bFGF, HGF, IGF y TGF-β por parte de las MSCs [37].  

 A pesar de todo lo mencionado, es evidente y necesario desarrollar más estudios con el 

fin de determinar las condiciones óptimas para el cultivo de MSCs y el posible efecto que puede 

tener la hipoxia en la restauración de las capacidades que presenten algún tipo de alteración en 

las MSCs derivadas de pacientes con comorbilidades. 



    
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

 

 

 

 

Justificación 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   
 
 

 
 

 

 

 



Tesis doctoral  Justificación 

43 

 

JUSTIFICACIÓN 

  

 La ND es una de las complicaciones más invalidantes de la DM; escaracterizada por la 

pérdida progresiva de la función renalhasta la IRC, estado en el que las terapias de sustitución 

renal (diálisis y trasplante renal) son los únicos tratamientos disponibles, que implican altos 

costes para el sistema de salud.  

 En los últimos años se han llevado a cabo numerosas investigaciones preclínicas y 

clínicas para determinar el grado de eficacia y seguridad de la administración de MSCs como 

tratamiento en una amplia variedad de patologías. La primera fuente de obtención de MSCs fue 

la MO, sin embargo, hoy en día, se ha demostrado la presencia de estas células troncales en 

distintos órganos y tejidos entre los cuales el TA representa una alternativa atractiva puesto que 

se puede obtener una gran cantidad de MSCs con procedimientos poco invasivos para el donante.  

 Son numerosos los estudios que han demostrado que la administración de MSCs logra 

prevenir o ralentizar el daño renal en modelos murinos de diabetes. En general estos trabajos 

sugieren que el tratamiento con MSCs supone una reducción de marcadores bioquímicos como la 

creatinina y la urea plasmática, y una remodelación glomerular sugestiva de regeneración tisular 

y/o funcional.  

 Una alteración de la homeostasis de las MSCs debida a un repetido y constante estímulo 

lesivo, como es el caso de la hiperglicemia, puede provocar un desequilibrio persistente en las 

MSCs desencadenando de ese modo alteraciones en su funcionalidad. Es de vital importancia 

buscar estrategias que permitan minimizar y/o revertir estas alteraciones.   

 Para su uso clínico, las MSCs deben ser aisladas y expandidas in vitro. Los protocolos de 

cultivo más habituales implican el uso de incubadores que mantienen los cultivos bajo unas 

condiciones de oxígeno (21% O2 atmosférica) muy elevadas en comparación a las fisiológicas. 

En tal sentido, con el fin de replicar las concentraciones de oxígeno in vivo es necesario el uso de 

incubadores especiales que generen un ambiente hipóxico. Trabajos publicados en la literatura 

demuestran que MSCs derivadas de individuos sanos cultivadas bajo concentraciones de oxígeno 

similares a las fisiológicas (hipoxia, 1% al 5%), incrementan su capacidad angiogénica, 

migratoria y paracrina. Estos son los tres mecanismos por las que las MSCs ejercen un efecto 

terapéutico. Sin embargo, en la actualidad, no se registran estudios realizados en un modelo de 
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ND que evalúen el efecto de la hipoxia sobre la funcionalidad de las MSCs derivadas del TA de 

individuos diabéticos ni su eficacia terapéutica tras ser preacondicionadas en hipoxia en un 

modelo de ND.  

 La justificación principal de este trabajo es, por tanto, analizar in vitro el efecto del 

preacondicionamiento hipóxico sobre la funcionalidad de las MSCs derivadas del TA de 

individuos diabéticos y determinar in vivo su capacidad terapéutica en un modelo experimental 

de nefropatía diabética.  
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HIPÓTESIS 

 

  

 El efecto del preacondicionamiento en hipoxia sobre ASCs procedentes de ratas sanas y 

de ratas diabéticas podría inducir cambios a nivel funcional tanto in vitro como in vivo  

incrementando su eficacia tras ser administradas como tratamiento de la nefropatía diabética, 

potenciando y/o restaurando las propiedades regenerativas fisiológicas de las ASCs que se han 

podido ver reducidas por el microambiente patológico propio de la diabetes, o por los efectos de 

la manipulación ex vivo. 
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OBJETIVOS 

 

1. Objetivo general 

 Evaluar el efecto del preacondicionamiento hipóxico sobre la funcionalidad y la eficacia 

terapéutica de ASCs en un modelo experimental de nefropatía diabética inducida por 

estreptozotocina. 

2. Objetivos específicos 

2.1 Objetivo específico 1: 

 Comparar el efecto in vitro del preacondicionamiento hipóxico sobre el fenotipo, la 

funcionalidad y la expresión de determinadas rutas moleculares de las ASCs derivadas de ratas 

diabéticasy ratas sanas, respecto al cultivo en condiciones de normoxia.  

 2.1.1. Caracterizar fenotípica y funcionalmente las ASCs diabéticas y sanas 

 preacondicionadas en hipoxia.  

 2.1.2. Analizar la capacidad angiogénica, paracrina y migratoria de las ASCs

 diabéticas y sanas, en hipoxia. 

 2.1.3. Identificar las principales rutas moleculares implicadas en el 

 preacondicionamiento hipóxico en las ASCs derivadas de ratas diabéticas y sanas. 

 2.1.4. Identificar las rutas moleculares afectadas por la diabetes de las ASCs

 preacondicionadas en hipoxia. 

2.2. Objetivo específico 2: 

 Evaluar in vivo el efecto del preacondicionamiento hipóxico sobre la eficacia terapéutica 

de las ASCs derivadas de ratas diabéticas y sanas en un modelo murino de nefropatía diabética 

inducida por estreptozotocina. 

 2.2.1. Analizar la capacidad de recuperación de la función renal tras la administración de 

 ASCs derivadas de ratas diabéticas y sanas preacondicionadas en hipoxia mediante la 

 cuantificación de parámetros bioquímicos en sangre y orina.  
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 2.2.2. Evaluar la capacidad de regeneración del tejido renal a través de un análisis 

 histológico a nivel óptico y ultraestructural tras la administración de ASCs derivadas de 

 ratas diabéticas y sanas preacondicionadas en hipoxia. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1. Metodología general 

1.1. Diseño experimental 

 El presente estudio ha sido realizado en dos fases: 

 En la primera fase se desarrolló un estudio comparativo in vitro de caracterización 

inmunofenotípica, y un análisis funcional y de expresión génica de ASCs derivadas de ratas 

Wistar macho diabéticas tipo 2, inducidas con estreptozotocina (STZ) respecto a ASCs derivadas 

de ratas Wistar macho sanas, cultivados ambos tipos celulares bajo condiciones de normoxia 

(21% O2) o preacondicionadas durante 48 horas en hipoxia (3% O2) (Figura 3). 

 

Figura 3. Diseño experimental estudio in vitro. 

 En la segunda fase se comparó in vivo la eficacia terapéutica de las ASCs analizadas en 

el estudio in vitro, en un modelo experimental de nefropatía diabética inducida por STZ en ratas 

Wistar macho isogénicas. Con el fin de evaluar el efecto del tratamiento sobre la función renal se 

analizaron marcadores bioquímicos en sangre y orina, y se realizó un estudio histopatológico 

mediante microscopia óptica y electrónica (Figura 4). Las comparaciones se llevaron a cabo 

usando como referencia un grupo de animales sanos a los que se les administró un placebo como 

tratamiento.  
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Figura 4. Diseño experimental estudio in vivo. 

 Todos los procedimientos experimentales llevados a cabo en este estudio fueron 

previamente aprobados por el Comité Andaluz de Experimentación Animal bajo la Dirección 

General de Producción Agrícola y Ganadera de la Consejería de Agricultura, Pesca y Desarrollo 

Rural de la Junta de Andalucía, según lo dispuesto en la normativa legal vigente, RD 223/1988 

sobre protección de animales utilizados para experimentación y otros fines científicos, con 

número de registro 06-08-15-266. Esta resolución de aprobación fue ulteriormente revisada, 

según el RD 53/2013, por el Comité de Experimentación Animal de la Universidad de Córdoba 

como órgano habilitado por la Dirección General de Producción Agrícola y Ganadera de la Junta 

de Andalucía para la evaluación de proyectos de experimentación animal. 

2. Metodología específica: Estudio In vitro 

2. 1. Modelo animal de inducción de Diabetes Mellitus tipo 2 para el aislamiento y cultivo 

de ASCs 

 Para la realización del estudio in vitro se utilizaron un total de 30 ratas Wistar macho de 

dos meses de edad con un peso inicial de entre 180 a 200 gramos, estabuladas a una temperatura 

constante de 20º-22ºC, con ciclos de luz/oscuridad de 17/7 horas con agua y comida ad libitum, 

en el animalario dependiente del Servicio de Experimentación Animal (SAEX) de la Universidad 

de Córdoba. Finalizado el periodo de aclimatación de 15 días, los animales fueron randomizados 

en dos grupos: Grupo ratas sanas (n=15) y Grupo ratas diabéticas (n=15). A las ratas incluidas en 

el grupo diabéticas se les administró una dosis de STZ de 60mg/kilogramo peso [61, 62] diluida 
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en 200 µL de solución fisiológica (cloruro de sodio al 0.9%) por vía intraperitoneal (IP). La STZ 

es un compuesto de acción antibiótica caracterizado por presentar un efecto citotóxico similar al 

de la glucosa sobre las células β pancreáticas, muy utilizado como  inductor de diabetes tipo I y 

II en determinadas especies de animales de laboratorio [63]. Transcurridos 15 días desde la 

administración de la STZ se confirmó el estado de diabetes cuantificando la concentración de 

glucosa en sangre con un glucómetro automático capaz de medir la glucosa en un rango de 20-

500 mg/dL (FreeStyle Whitney, Oxon, UK). Todas las ratas presentaron niveles de glicemia 

>300mg/dL, confirmando así el estado de diabetes inducido [64].  

 En este punto, a todas las ratas incluidas en el estudio (sanas y diabéticas) se les extrajo 

entre 1 y 2g de tejido graso de la almohadilla inguinal con la finalidad de aislar las ASCs para la 

realización de los estudios in vitro y generar una citoteca para el estudio in vivo.  

 Una vez extraído el TA, los animales fueron sacrificados mediante inyección de una dosis 

letal de tiopental sódico 50mg/kg IP, y posterior exanguinación a través la sección de la arteria 

aorta abdominal del animal. Se accedió a esta arteria mediante una incisión longitudinal en la 

línea media del abdomen de la rata. 

 El TA se homogenizó con la ayuda de un bisturí nº 4 sobre una placa de Petri estéril. La 

suspensión obtenida de este proceso, con las células de interés, fue centrifugada a 761 g durante 

5 minutos en una centrífuga multifunción (Thermo Electron Corporation, BR4) con el fin de 

separar las células del estroma (pellet) de los adipocitos (sobrenadante). Posteriormente, el pellet 

fue resuspendido en una solución de colagenasa tipo I (Sigma-Aldrich) e incubado durante 60 

min a 37ºC en agitación constante. El tejido estromal ya digerido fue nuevamente centrifugado a 

761 g durante 5 minutos y el pellet resultante se resuspendió en medio de cultivo α-MEM 

(BioWhittaker® LONZA, Verviers, Belgium) suplementado con suero fetal bovino (FBS, Fetal 

Bovine Serum; Gibco, Thermo Fisher Scientific) al 15%, 2nm de Ultra-Glutamina 

(BioWhittaker® LONZA, Verviers, Belgium), 0.1mg/mL de estreptomicina, 100UI/mL de 

penicilina y 1ng/mL de factor de crecimiento fibroblastico-2 de rata (FGF-2, Fibroblast Growth 

factor-2), (Sigma-Aldrich) y, se cultivó en un ambiente humidificado al 21% de O2, 5% de CO2 y 

37ºC (condiciones estándar de cultivo). Este cultivo primario fue incubado durante 24h tras las 

cuales el medio de cultivo fue renovado y el cultivo fue mantenido hasta alcanzar el 80% de 

confluencia, realizando cambios de medio cada 2 o 3 días. Una vez alcanzada dicha confluencia, 

las células fueron tripsinizadas, lavadas y sembradas de nuevo en cultivo a una densidad de 

siembra de 6.67x104 células/cm2 en frascos de cultivo (Thermo Fischer Scientific Nunc, 

Denmark) considerando este cultivo celular como pase 0. El nuevo cultivo se realizó bajo las 
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mismas condiciones hasta alcanzar el 80% de confluencia. En este punto, las células fueron de 

nuevo tripsinizadas y lavadas y se consideró éste como pase 1 del cultivo. Una parte de las 

suspensiones celulares resultantes fueron sembradas y cultivadas en las mismas condiciones de 

cultivo anteriormente descritas hasta el pase 2 de cultivo para la realización de los estudios in 

vitro, y otra parte fueron resuspendidas en solución de dimetilsulfóxido (DMSO) al 10% en 

albúmina para su congelación (CRYOMED) y criopreservación a -196ºC en nitrógeno líquido 

conformando así la citoteca destinada a los tratamientos celulares que serían posteriormente 

administrados en el estudio in vivo. 

 Las células mantenidas en cultivo en pase 2, tanto las derivadas de ratas sanas (ASC-C) 

como las de ratas diabéticas (ASCs-D), fueron categorizadas en dos grupos según las 

condiciones de cultivo en las que continuaron su expansión hasta el pase 3 de cultivo: el grupo 

normoxia (N), en el que las ASCs fueron mantenidas durante 7 días en cultivo en condiciones 

estándar de normoxia, y el grupo hipoxia (H), en el cual las ASCs fueron cultivadas durante 5 

días ennormoxia y dos días más (48 horas) en condiciones de hipoxia (3% de O2) en el interior 

de una cabina hipóxica Biospherix (LTD I-glove/microscopechamber) a 37ºC, 5% de CO2 y 

atmósfera humidificada. Los cuatro grupos celulares experimentales resultantes fueron: 

 Grupo 1. ASCs derivadas de ratas sanas (controles) cultivadas en normoxia (ASCs-CN). 

 Grupo 2. ASCs derivadas de ratas sanas (controles) preacondicionadas 48h en hipoxia 

(ASCs-CH). 

 Grupo 3. ASCs derivadas de ratas diabéticas cultivadas en normoxia (ASCs-DN). 

 Grupo 4. ASCs derivadas de ratas diabéticas preacondicionadas 48h en hipoxia (ASCs-

DH). 

 Una vez que todos los cultivos alcanzaron el 80% de confluencia, las ASCs fueron 

tripsinizadas y lavadas, obteniendo el pase 3 de cultivo en el cual se realizaron los experimentos 

del estudio in vitro. 

2.2. Caracterización fenotípica por citometría de flujo 

 La caracterización inmunofenotípica de las ASCs de cada grupo experimental se analizó 

mediante identificación y cuantificación de marcadores de membrana por citometría de flujo con 

la utilización de un citómetro de flujo MACsQuant (Miltenyi Biotec). 

 Para el marcaje de los distintos tipos celulares, las ASCs cultivadas en pase 3 fueron 

resuspendidas en tampón fosfato salino (PBS, Phosphate Buffered Saline) a una concentración 

de 5x105 células/100µL, y se repartieron en siete tubos de polipropileno (NAFVSM, Nijmegen, 
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The Netherlands). Las células fueron marcadas con 5 µl de anticuerpos monoclonales anti-rata 

conjugados con los fluorocromos Isocianato de fluoresceína (FITC) y aloficocianina (APC) del 

siguiente modo: 

 Tubo 1: Control isotípico (negativo). 

 Tubo 2: Control negativo, anticuerpo secundario IgG-FITC (IgG negativa). 

 Tubo 3: Anticuerpo CD34-FITC (Santa Cruz, Biotechnology, Dallas, Texas, USA). 

 Tubo 4: Anticuerpo CD29-FITC (BD Pharmingen, Bioscience, San Diego, California). 

 Tubo 5: Anticuerpo CD90-APC(BD Pharmingen, Bioscience, San Diego, California). 

 Tubo 6: Anticuerpo primario CD73 y anticuerpo secundario IgG-FITC (BD Pharmingen, 

Bioscience, San Diego, California). 

 Tubo 7: Anticuerpo CD45-FITC (BD Pharmingen, Bioscience, San Diego, California). 

 Una vez añadidos los distintos marcadores, las ASCs se incubaron durante 15 minutos en 

un ambiente oscuro a 4ºC. Finalizada la incubación, se añadieron 2mL de PBS a cada tubo y se 

centrifugaron durante 5 minutos a 761 g en una centrifuga multifunción (Thermo Electron 

Corporation, BR4). Seguidamente se decantó el sobrenadante con el exceso de anticuerpo y se 

añadieron 200µL de PBS a cada tubo. 

 En el tubo 6, al tratarse de un marcaje secundario, una vez incubado el anticuerpo 

primario (CD73 ligado a IgG) la muestra fue marcada con el anticuerpo secundario conjugado al 

fluorocromo FITC, repitiendo el proceso de incubación y centrifugación realizado en el paso 

anterior. 

 Para determinar la viabilidad celular se añadieron 5µL de ioduro de propidio (IPr, Sigma, 

St. Louis, USA) a cada tubo, siendo consideradas como células vivas aquellas que resultaron IPr 

negativas. Finalmente, las muestras fueron adquiridas en el citómetro de flujo analizando al 

menos 10000 eventos para cada marcador.  

 El tamaño celular (FSC, Forward Scatter) y la complejidad del citoplasma (SSC, Side 

Scatter) fueron identificados con la medición de la dispersión frontal y lateral respectivamente, 

del haz de luz (láser) que incide sobre las células durante la adquisición en el citómetro de flujo. 

 Los resultados fueron analizados con el software MACS Quantify, Versión 2.5. 
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2.3. Caracterización funcional de las ASCs 

 La caracterización funcional de las ASCs se llevó a cabo a través del análisis de su 

potencial de diferenciación hacia linajes adipogénico y osteogénico con el uso de medios de 

cultivo específicos para cada caso. 

2.3.1. Diferenciación adipogénica 

 Para analizar el potencial de diferenciación adipogénico, las ASCs de cada uno de los 4 

grupos de estudio fueron sembradas en pase 3 en placas de cultivo de seis pocillos (BD FalconTM 

Labware, Franklin Lakes, NJ, USA) a una densidad de 1x105 células en 2 mL de medio de 

diferenciación adipocítico (Differentiation Media Bullet Kit-Adipogenic, Lonza). 

 El medio de diferenciación adipocítico fue renovado cada 72h durante unos 15-20 días 

hasta evidenciar la aparición de vacuolas de grasa intracelulares en las ASCs diferenciadas a 

adipocitos. Estas células diferenciadas fueron fijadas con paraformaldehido al 4% y teñidas con 

Oil Red O (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), para identificar las vesículas de grasa 

intracitoplasmáticas. Además, para el reconocimiento de los núcleos, las células fueron teñidas 

con hematoxilina y lavadas posteriormente para eliminar todos los restos de colorante. 

 Las células teñidas fueron analizadas en un microscopio invertido (Nikon Eclipse 

TE2000-S), cuyo objetivo está acoplado a una cámara fotográfica (Nikon DS-U2) con la que se 

obtuvieron al menos 10 imágenes por muestra a un aumento de 200X. El análisis cualitativo de 

las imágenes digitalizadas adquiridas fue realizado con el software NIS-Elements 3.2. 

2.3.2. Diferenciación osteogénica 

 Para realizar el ensayo de diferenciación osteogénica, las ASCs en pase 3 de cultivo 

fueron sembradas en placas de seis pocillos (BD FalconTM Labware, Franklin Lakes, NJ, USA) a 

una densidad de 1x105 células en 2 mL de medio de diferenciación osteogénico (Differentiation 

Media Bullet Kit-Osteogenic, Lonza). El medio de cultivo específico de diferenciación fue 

renovado cada 72h y el cultivo fue mantenido entre 15 y 20 días hasta observar en el cultivo de 

las ASCs diferenciadas una desorganización de la matriz ósea y depósitos de calcio. Para 

confirmar el proceso de diferenciación, las células fueron fijadas con etanol frio al 70% y los 

depósitos de calcio fueron teñidos con Alizarin Red S (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). 

 Se realizó un análisis cualitativo observacional con un microscopio invertido (Nikon 

Eclipse TE2000-S) cuyo objetivo está acoplado a una cámara fotográfica (Nikon DS-U2) con la 
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que se obtuvieron al menos 10 imágenes por muestra a un aumento de 200X. Las imágenes 

fueron digitalizadas y analizadas con el software NIS-Elements 3.2.  

2.4. Determinación de la tasa de duplicación celular 

 El estudio de la tasa de duplicación (PD, Population Doubling) de las ASCs se realizó 

usando la siguiente fórmula [65]: 
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 Para el cálculo de la tasa de duplicación se consideró en el numerador de la fórmula el 

número de células sembradas al inicio del pase 3, y en el denominador al número de células 

obtenidas tras el proceso tripsinización, finalizado el cultivo del pase 3. 

 En todos los cultivos realizados, independientemente del grupo de estudio, el número 

inicial de células sembradas fue 5x105, suspendidas en 15mL de medio de cultivo completo α 

MEN en frascos de 75 cm2. 

 El número final de ASCs obtenidas una vez concluido el cultivo se realizó mediante 

recuento celular en cámara de Neubauer y la viabilidad celular se determinó con la tinción 

celular por exclusión del Azul Tripán. Se excluyeron del cálculo las células muertas identificadas 

por su tinción positiva con el colorante Azul Tripán. 

2.5. Estudio de la capacidad angiogénica 

 La capacidad angiogénica de las ASCs fue analizada mediante la utilización de un kit 

comercial (Endothelial Tube Formation Assay Kit, Cell Biolabs) siguiendo estrictamente las 

instrucciones del fabricante. De forma resumida, el matrigel (ECM gel solution) suministrado en 

el kit fue descongelado lentamente a 4ºC. Posteriormente se añadieron 50µL del matrigel a cada 

uno de los pocillos seleccionados en una placa de 96 pocillos y se incubó durante 30 minutos a 

37ºC y 5% de CO2 para favorecer la solidificación del matrigel. Finalizada la incubación, las 

ASCs procedentes de cada grupo experimental, en pase 3 de cultivo, se sembraron sobre el 

matrigel solidificado a una densidad de 4x104 células, resuspendidas en 150µL de medio α-MEM 

completo sin FGF-2, y se volvieron a incubar a 37ºC y 5% de CO2 durante 3h. Finalizada la 

incubación, se realizó el contaje de las estructuras tubulares formadas en el matrigel, observando 
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cada uno de los pocillos de la placa de 96 en un microscopio invertido Nikon Eclipse TE2000-S, 

a un aumento de 200X (Figura 5). 

 Todos los experimentos se realizaron por duplicado y se calculó el promedio de ambos 

conteos. 

 

 

Figura 5. Esquema ensayo angiogénesis. 

2.6. Estudio de la actividad paracrina de las ASCs 

 Para analizar la actividad paracrina de los distintos tipos de ASCs incluidos en el estudio, 

cultivados bajo diferentes condiciones de cultivo, fueron cuantificados los siguientes factores de 

crecimiento en el sobrenadante de los distintos cultivos celulares: Factor de Crecimiento 

Endotelial Vascular (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor), Interleucina-6 (IL-6, 

Interleukin 6), Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF, Epidermal Growth Factor), Factor de 

Crecimiento de Hepatocitos (HGF, Hepatocyte Growth Factor), Indoelamina 2,3 dioxigenasa 

(IDO, Indoelamine 2,3 Dioxygenase) y Factor de Crecimiento Insulínico tipo 1 (IGF-1, Insulin-

like Growth Factor 1). 

 Estos factores solubles fueron cuantificados mediante ensayo de inmunoabsorción ligado 

a enzimas (ELISA, Enzime-linked Immunosorbent Assay) tipo "sándwich" usando los kits 
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comerciales disponibles (VEGF-A, RayBio®Rat VEGF-A ELISA kit; IL-6, RayBio® Rat IL-6 

ELISA kit; EGF, RayBio® Rat EGF ELISA kit; HGF, RayBio® Rat HGF ELISA kit;IDO, 

MyBioSourse® Rat Indoleamine 2,3-dioxygenase 1 ELISA kit e IGF-1, RayBio® Rat IGF-1 

ELISA kit). 

 El fundamento de esta técnica es un principio cuantitativo inmunoenzimático 

estratificado que hace uso de anticuerpos monoclonales frente a una molécula/antígeno a 

cuantificar. El anticuerpo monoclonal de interés se encuentra fijado sobre la superficie de una 

microplaca de 96 pocillos incluida en el kit comercial específico. Para la realización del ensayo, 

los sobrenadantes de los cultivos celulares que contenían los distintos factores a cuantificar 

fueron añadidos a la microplaca para su unión al anticuerpo monoclonal específico de cada 

ensayo, siendo incubados en agitación constante. 

 Posteriormente se añadió a cada pocillo una solución con el anticuerpo específico al 

factor a cuantificar, ligado a una molécula de biotina. Tras la unión del anticuerpo biotinilado al 

factor de interés, y retirado su exceso, se adicionó a la placa una solución con estreptavidina 

conjugada a peroxidasa de rábano picante (HRP, Horseradish Peroxidase), y se incubó para 

permitir su fijación al anticuerpo biotinilado. Finalizada dicha incubación, y tras eliminar el 

excedente de enzima, se añadió un sustratocromogénico ABTS que al ser metabolizado por la 

HRP generó un color azul. La coloración azulada viró al amarillo tras la adición de un 

compuesto ácido (ácido sulfúrico) en cada pocillo para detener la reacción enzimática y evitar 

errores en la medición. 

 La intensidad del color amarillo resultante fue proporcional a la cantidad de factor a 

cuantificar (VEGF-A, IL-6, EGF, HGF, IDO e IGF-1). Esta intensidad de luz fue medida en un 

lector de placas Optic IVYMEN® System (Mod. 2100C) a través de la absorbancia media a una 

longitud de onda de 450nm (λ450nm) (Figura 6).  
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Figura 6. Fundamento ensayo ELISA. 

 Para la recolección de los sobrenadantes de cultivo utilizados en este ensayo, las ASCs en 

pase 3 de cultivo de cada uno de los 4 grupos de estudio, fueron sembradas en placas de seis 

pocillos (BD FalconTM Labware, Franklin Lakes, NJ, USA) a una densidad de 1x105 células 

resuspendidas en 2mL de medio de cultivo α-MEM completo sin FGF-2. A las 48h de la siembra 

el medio fue renovado y 24h después los sobrenadantes fueron recolectados y criopreservados a  

-80ºC en alícuotas de 1mL hasta su utilización. Las ASCs cultivadas en cada uno de los pocillos 

de la placa de cultivo fueron tripsinizadas y se realizó el recuento celular con cámara de 

Neubauer determinando la viabilidad celular mediante tinción celular con Azul Tripán (Figura 

7). 

 El cambio de medio previo a la recolección del sobrenadante, y el recuento celular se 

llevó a cabo con el fin de cuantificarla secreción de cada uno de los factores por un número 

determinado de células, durante un periodo de tiempo de 24h. 
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Figura 7. Esquema preparación de los sobrenadantes para la cuantificación de factores de crecimiento 
mediante ELISA. 

2.7. Estudio de la capacidad migratoria 

 Para evaluar la capacidad migratoria de las ASCs, se usaron insertos (BD Falcon TM Cell 

Culture Insert System, Franklin Lakes, NJ, USA) cuya membrana PET (Polyethylene 

Terephthalate) con poros de 8µm permite el paso celular entre dos compartimientos superpuestos 

en placas de 24 pocillos (BD FalcomTM Labware, Franklin Lakes, NJ, USA). La cantidad de 

células capaces de migrar del compartimiento superior al inferior a través de la membrana porosa 

y adherirse en la cara inferior de la misma fue cuantificada (Figura 8). 

 Para realizar el ensayo de migración se depositaron 500µL de medio de cultivo α-MEM 

completo (15% FBS) en cada uno de los pocillos seleccionados de la placa de 24 

(compartimientos inferiores). A continuación, se añadió en cada pocillo "experimento" un 

quimioatrayente (VEGF, SDF-1 o EPO) a una concentración final de 100ng/mL que permitió 

evaluar el grado de estimulación migratoria mediada por cada uno de los quimioatrayentes. 

Seguidamente, en cada uno de los pocillos “experimento” se colocó un inserto y en su interior se 

sembraron las ASCs a una densidad de siembra de 1x104 células resuspendidas en 500µL de 

medio de cultivo α-MEM completo y libre de FBS. Todos los experimentos se realizaron con un 

pocillo control en el cual no se añadió ningún factor de atracción para poder cuantificar el 

número de células migradas sin efecto de ningún quimioatrayente. 
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 Una vez completas, las placas de cultivo fueron incubadas durante 24h en normoxia. 

Finalizada la incubación, el inserto de cada uno de los pocillos fue retirado y la cara superior de 

la membrana del inserto fue limpiada con una torunda para eliminar de su superficie las células 

adheridas que no habían migrado. Las células que sí habían atravesado los poros de la membrana 

y se habían adherido a la cara inferior del inserto fueron fijadas con etanol absoluto y teñidas con 

Giemsa (Merk, Whitehouse Station, NJ, USA). Finalizada la tinción, la membrana PET de cada 

uno de los insertos fue recortada y colocada en un portaobjetos bajo aceite de inmersión para su 

observación al microscopio óptico (NIKON ECLIPSE Ci.) con el objetivo 200X, con el cual se 

realizó el recuento de células teñidas y adheridas en la cara inferior de la membrana.   

 El resultado del recuento celular final fue expresado como la diferencia entre el número 

de células migradas en cada uno de los pocillos “experimento”, con quimioatrayentes, y el 

número de células migradas en el pocillo control, sin quimioatrayente, es decir, como el 

incremento neto respecto a los controles.  

 

 

Figura 8. Esquema ensayo migración. 

2.8. Perfil de expresión génica mediante hibridación en microarrays 

 Una vez concluido el periodo de preacondicionamiento en hipoxia o en su caso el cultivo 

en normoxia, se recolectaron muestras de pellet seco celular de cada uno de los grupos de 
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estudioen pase 3. Este pellet fue usado para la obtención de ARN mediante la utilización de un 

kit comercial (RNeasy Mini Kit, Quiagen) siguiendo las indicaciones de los proveedores. 

 A partir del ARN obtenido de cada una de las muestras se procedió a la construcción del 

ADN complementario (ADNc), y a su vez, con este último, a la síntesis del ARN 

complementario (ARNc) siguiendo el protocolo de "un color" de Agilent Technologies. La 

calidad y la concentración de las muestras de ARNc fueron analizas con un NanoDrop (ND-1000 

UV-VIS Spectrophotometer version 3.2.1). 

 Como paso siguiente, el ARNc fue hibridado en un chip, modelo Sureprint G3 Rat GE 

8x60K Gene Expression Microarray, AMADID 74036 (Agilent Technologies) durante 17h en 

constante rotación activa a 6g, y una temperatura de 65ºC.  

 La señal emitida por la hibridación del ARNc fue detectada por un escáner modelo 

G2565CA (Agilent Technologies) y los resultados fueron normalizados mediante la plataforma 

digital SubioPlatform (http://www.subioplatform.com) [66].  

 Para determinar la expresión diferencial de genes (DEGs, Differentially Expressed 

Genes) entre muestras se llevó a cabo un análisis asintótico de t-student. 

 Para ello se consideraron significativos los valores que presentaron un p-valor <0.01, y 

los cambios de proporción (FC, Fold Change) >2.0 para los genes sobreexpresados y <0.5 para 

los genes subexpresados. 

 Respecto a los ensayos in vitro previos, el número de muestras analizadas en este estudio 

se redujo con el fin de optimizar los resultados. La selección de muestra se realizó de forma 

aleatoria. 

 El análisis de los DEGs se realizó en cuatro grupos comparativos: 

 Grupo 1. ASCs-CH (n=5) vs. ASCs-CN (n=7). 

 Grupo 2. ASCs-DH (n=6) vs. ASCs-DN (n=6). 

 Grupo 3. ASCs-DN (n=6) vs. ASCs-CN (n=7). 

 Grupo 4. ASCs-DH (n=6) vs. ASCs-CH (n=5). 

2.8.1. Estudio de enriquecimiento funcional y de vías moleculares para los DEGs 

 Para llevar a cabo el análisis de enriquecimiento de los DEGs se usó el interfaz web 

DAVID versión 6.8 (The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery, 

https://david.ncifcrf.gov/). DAVID es una plataforma digital que ofrece varias herramientas para 

el estudio y mapeo de una amplia lista de genes [67, 68]. Una de las características de esta 
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herramienta web es el uso de p-valores ligeramente diferentes a los convencionales, que son más 

conservativos. Estos p-valores denominados EASE score se obtienen con la realización de una 

prueba similar a la de Fisher [69]. 

 Dentro del interfaz DAVID se usó la herramienta "Functional annotation toll" que reporta 

los resultados según un formato denominado "Functional annotation chart" expresando 

finalmente los téminos más enriquecidos. Se consideraron significativos aquellos términos que 

presentaron un EASE score <0.1. 

 DAVID no es un banco de datos autónomo, sino que integra para su uso otras bases de 

datos como: 

 KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, https://genome.jp/kegg): Provee 

vías de genes para la comprensión de sistemas biológicos [70, 71].  

 GO (The Gene Ontology, http://www.geneontology.org): Suministra un vocabulario 

controlado para la descripción de genes y sus atributos biológicos [72, 73]. 

 UniProt (https://www.uniprot.org): Suministra información de secuencias proteicas [74, 

75]. 

 InterPro knowledge database (https://www.ebi.ac.uk/interpro): Contiene información 

acerca de familias y dominios proteicos [76, 77]. 

 SMART database (Simple Modular Architecture Research Tool, http://smart.embl.de): 

Permite la identificación, comparación y análisis de dominios proteicos [78, 79].  

 En todos los análisis los p-valores (EASE Score) se corrigieron mediante el método de la 

tasa de descubrimientos falsos (FDR, False Discovery Rate) y se consideraron significativos a 

los valores corregidos con un FDR<0.05. 

 Los términos resultantes del estudio de enriquecimiento para los DEGs sobreexpresados y 

subexpresados se denominarán términos enriquecidos e infrarrepresentados, respectivamente.  

2.8.2. Análisis con ClusterProfiler 

 Para la identificación de los términos biológicos más enriquecidos en las muestras 

analizadas se usó el paquete R clusterProfiler en el marco de la base datos KEGG [80].  

 ClusterProfiler se caracteriza por obtener resultados más restrictivos respecto a otros 

servidores. 
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 Los p-valores obtenidos con este análisis fueron corregidos con la prueba de Benjamini-

Hochberg (BH), y se consideraron significativos todos aquellos que presentaron un valor <0.05. 

2.8.3. Construcción de redes de interacción de proteica (PPI, Protein-Protein Interaction 

Network) 

 Para la construcción de las PPI se usó la plataforma web STRING 11.0 (Search Tool for 

the Retrieval of Interacting Genes/Proteins, https://string-db.org) capaz de realizar predicciones 

concernientes a interacciones físicas y funcionales entre proteínas [81, 82]. STRING puntúa las 

interacciones proteícas con valores que van del 0.0 al 1.0. Esta valoración resulta de la 

combinación de los siete canales de evidencia que evalúan la probabilidad de interrelación entre 

proteínas. Estos canales de evidencia son: 

 Canal de proximidad (Conserved Neighborhood Channel): Proximidad de los genes que 

codifican la proteína. Se fundamenta en los genomas procariónticos conocidos. 

 Canal de incidencia simultánea (Co-occurrence Channel): Presencia de proteínas 

homólogas entre especies.  

 Canal de fusión (Fusion Channel): Referido a un par de proteínas asociadas y sus 

respectivos ortólogos siendo codificados por un mismo gen. 

 Canal de expresión simultánea (Coexpression Channel): Basado en genes que codifican 

proteínas expresadas simultáneamente. 

 Canal de experimentos (Experiments Channel): Datos recopilados de experimentos 

bioquímicos, biofísicos y genéticos que se llevan a cabo actualmente. 

 Canal de bases de datos (Database Channel): Interacciones documentadas en bases de 

datos. 

 Canal de minería de textos (Textmining Channel): Interacciones recopiladas de los 

resúmenes disponibles de trabajos científicos. 

 Se consideraron como significativos los valores superiores a 0.7, tanto para la puntuación 

combinada (CS, Combined Score) como para cada uno de los canales de evidencia (ECh, 

Evidence Channel). 

 Los resultados obtenidos de las PPI fueron presentados en mapas de proteínas en los 

cuales cada uno de los nodos representa una proteína y cada línea representa una interacción 

entre proteínas. 
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3. Metodología específica: Estudio In Vivo 

3.1. Modelo animal de Nefropatía Diabética 

 El estudio se llevó a cabo en ratas macho isogénicas Wistar de dos meses de edad con un 

peso inicial de entre 180 a 200 gramos, que se mantuvieron alojadas en jaulas individuales a lo 

largo de todo el estudio. 

 Los animales fueron estabulados a una temperatura constante de 20º-22ºC, con ciclos de 

luz/oscuridad de 17/7h. La fase de experimentación comenzó después de un periodo de 

aclimatación de 15 días. Excepto el tiempo en el que los animales permanecieron en jaulas 

metabólicas en condiciones de ayuno, solo con acceso a agua, el resto de tiempo los animales 

fueron estabulados con suministro de agua y dieta estándar ad libitum, en el animalario 

dependiente del SAEX ubicado en el Campus Universitario de Rabanales de la Universidad de 

Córdoba. Finalizado el periodo de aclimatación, los animales fueron aleatoriamente divididos en 

dos grupos experimentales: 1. Grupo de ratas sanas (n=13) como grupo control y 2. Grupo de 

ratas diabéticas (n=52). 

 El día 0 del estudio se llevó a cabo la inducción de la DM2, considerándolo como punto 

inicial del experimento. Dicha inducción se realizó inyectando una única dosis por vía 

intraperitoneal (IP) de STZ dosificada a 60mg/kilogramo peso [61, 62] diluida en 200 µL de 

solución fisiológica (cloruro de sodio al 0.9%) a todas las ratas incluidas en el grupo 2 

(diabéticas). 

 A las ratas incluidas en el grupo 1 (control) se les administró un volumen de 200µL de 

solución fisiológicapor vía IP. 

 Tanto el día 0 como los días 15, 30 y 45 posteriores ala inyección de STZ se realizó el 

pesaje de los animales así como recolecciones de muestras de sangre, extraída de la vena 

subclavia, y de orina para confirmar el establecimiento de la DM2 (día 15), evaluar el punto 

temporal de inicio de la aparición del daño renal (día 15), y hacer un seguimiento en la evolución 

del daño renal así como de los efectos terapéuticos de los diferentes tratamientos administrados 

sobre dicho daño renal inducido (días 30 y 45). De forma previa a la recolección de muestras los 

animales fueron introducidos en jaulas metabólicas por un periodo de 4 horas en condiciones 

basales de ayuno (sólo acceso a agua), para así facilitar la recolección de la diuresis y la 

obtención de valores de glucosa preprandiales. Además, la concentración de glucosa en sangre 

fue medida in situ en el momento de la recolección de las muestras, usando un glucómetro 

automático (FreeStyle Whitney, Oxon, UK) con un rango de medición de 20 a 500 mg/dL, para 
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poder descartar los animales que no cumplieran criterios en cada punto temporal del desarrollo 

experimental. Fueron considerados animales diabéticos aquellos que presentaron niveles de 

glucemia iguales o superiores a 300mg/dL en sangre en tres tomas repetidas. Las ratas que no 

cumplieron este criterio fueron separadas del estudio [64]. 

 Las muestras de sangre extraídas para la cuantificación de factores bioquímicos fueron 

centrifugadas (Centrofriger-BLII) a 2876 g para separar las células hemáticas del suero, y éste 

último fue congelado a -80ºC hasta su análisis. 

 El día 45 del estudio, inmediatamente después de la obtención de la última muestra de 

sangre, se procedió al sacrificio de todos los animales. Para este fin, se inyectó una dosis de 

tiopental sódico 50mg/kg por vía IP a todas las ratas. Posteriormente, con el animal en posición 

decúbito supino, se realizó una incisión longitudinal en la línea media del abdomen y se procedió 

a la evisceración manual y a la ubicación de la arteria aorta abdominal para su sección con el 

objetivo de exanguinar al animal. Como siguiente paso se introdujo un catéter en el extremo 

distal, respecto al corazón, de la arteria seccionada, y con una jeringa se hizo la perfusión de 

solución fisiológica fría con el objetivo de lavar los vasos sanguíneos renales. Finalmente, se 

extrajeron ambos riñones para el estudio anatomopatológico. 

 Para reducir al máximo el sufrimiento del animal, todas las extracciones de muestra de 

sangre realizadas por venopunción subclavia se llevaron a cabo con el animal en estado de 

pérdida de sensibilidad por anestesia inhalatoria con sevoflurano al 3%. 

3.2. Análisis de parámetros bioquímicos 

 El análisis de los parámetros bioquímicos en la sangre y orina de los animales tratados, se 

realizó mediante técnicas espectrofotométricas basadas en métodos enzimáticos colorimétricos. 

Para la cuantificación de la glucosa el método utilizado fue el de la hexoquinasa, para la 

cuantificación de la urea se utilizó el método colorimétrico de Berthelot [83] y para la detección 

de la creatinina se utilizó el método de Jaffé [84, 85]. Todas estas determinaciones se realizaron 

en el suero de las ratas.  

 La albúmina en orina se determinó mediante inmunoturbidemetría con anticuerpos de 

ratón específicos (SIEMENS ADVIA Chemistry Karlsruhe, Germany) y se calculó la ratio de los 

niveles de albúmina en orina respecto a la creatinina urinaria. 

 El incremento o decremento neto de las magnitudes bioquímicas en suero y orina del día 

45 respecto al día 30 y del día 30 respecto al día 15 fueron calculados para interpretar la 
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diferencia en los niveles de los distintos parámetros bioquímicos entre los distintos puntos de 

tiempo analizados en el estudio. 

 Todas las determinaciones fueron realizadas en un autoanalizador modelo ADVIA-

ChemistryXPT de SIEMENS (Healthcare Diagnostics® Karlsruhe, Alemania) ubicado en las 

instalaciones del Hospital Universitario Reina Sofía de Córdoba. En cada magnitud bioquímica 

se emplearon los calibradores y reactivos propios de la casa comercial correspondiente. Todos 

los parámetros fueron sometidos al programa de control de calidad interno (CCI) diario UNITY 

de Bio-Rad® (Hercules, CA, EE. UU.) y al programa de control de calidad externo (CCE) 

mensual de la Sociedad Española de Bioquímica Clínica y Patología Molecular (SEQC). 

3.3. Trasplante de células a ratas con daño renal 

 En el estudio in vivo de ND inducido en ratas Wistar con la administración de STZ, se 

evaluó el potencial terapéutico de cada grupo de ASCs analizadas en los distintos ensayos in 

vitro: ASCs-CN, ASCs-CH, ASCs-DN y ASCs-DH.  

 Los grupos experimentales establecidos para la realización del estudio in vivo fueron los 

siguientes: 

 Grupo 1. Ratas sanas control (C) + tratamiento placebo (C+P) n= 16. 

 Grupo 2. Ratas ND + tratamiento placebo (ND+P) n= 7. 

 Grupo 3. Ratas ND + tratamiento ASCs-CN (ND+ASCs-CN) n= 6. 

 Grupo 4. Ratas ND + tratamiento ASCs-CH (ND+ASCs-CH) n= 9. 

 Grupo 5. Ratas ND + tratamiento ASCs-DN (ND+ASCs-DN) n= 9. 

 Grupo 6. Ratas ND + tratamiento ASCs-DH (ND+ASCs-DH) n= 10. 

 Un total de 10 muestras de las ASCs criopreservadas (ASCs-C, n=5; ASCs-D, n=5) 

fueron seleccionadas aleatoriamente para su descongelación y utilización como tratamiento 

celular en el estudio in vivo. 

 Los criotubos con las células congeladas en pase 1 de cultivo y seleccionadas para ser 

infundidas, fueron descongeladas en un baño de inmersión a 37ºC, lavadas para eliminar los 

restos de crioprotector y resuspendidas en 1mL de solución fisiológica para la realización del 

recuento celular en cámara de Neubauer y determinación de su viabilidad por el método de 

tinción con Azul Tripán. Las células descongeladas y viables fueron sembradas en cultivo para 

su expansión en normoxia o preacondicionadas en hipoxia, según el grupo celular, siguiendo el 

protocolo detallado anteriormente en el apartado titulado “Modelo animal de inducción de 

Diabetes Mellitus tipo 2 para el aislamiento y cultivo de ASCs”. Una vez alcanzado el pase 3 de 
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cultivo de cada uno de los grupos de tratamiento, las células fueron tripsinizadas, lavadas y 

resuspendidas en 200µL de solución fisiológica a una concentración final de 3x106 células. La 

suspensión celular final fue inyectada por vía IV en las ratas Wistar con ND inducida 15 días 

después de la administración de la STZ y una vez confirmado el estado de diabetes inducido 

(niveles de glucosa en sangre > 300mg/dL sangre). Los grupos de ratas con ND inducida que 

recibieron los distintos tratamientos celulares fueron los grupos 3, 4, 5 y 6. En los grupos de 

tratamiento 1 y 2 el tratamiento administrado fueron 200µL de solución fisiológica 

administrando por vía IV, como placebo. 

 Cada rata receptora fue tratada con células procedentes de una única rata donante. 

 Durante el procedimiento de inyección celular las ratas se mantuvieron anestesiadas por 

vía inhalatoria con una mezcla de oxígeno y sevoflurano del 3% y colocadas en posición 

decúbito supino sobre la mesa de trabajo. Para facilitar la venoclisis se aplicó un torniquete en el 

extremo craneal del rabo del animal y se identificó la vena central de la cola. La venopunción se 

realizó con un catéter Nº 27G con el bisel hacia arriba y formando un ángulo de 30º respecto a la 

cola. La inyección del tratamiento se llevó a cabo lentamente para evitar la formación de 

trombos o la extravasación del mismo. 

3.4. Estudio morfológico semicuantitativo 

 Todas las muestras de tejido renal fueron fijadas en formalina al 4%, embebidas en 

parafina y cortadas en secciones de 3µm de espesor. Posteriormente estos cortes fueron 

extendidos en portaobjetos y teñidos con tinción de hematoxilina-eosina (H&E) o ácido 

peryódico de Schiff (PAS, Periodic Acid-Schiff). Finalmente, las preparaciones fueron 

examinadas con un microscopio óptico Nikon 115401-Eclipse 50i. 

 El estudio morfológico semicuantitativo se desarrolló analizando lesiones glomerulares y 

túbulo-intersticiales.  

 Las distintas lesiones renalesasociadas a la nefropatía diabética se estudiaron por 

separado y fueron categorizadas según el porcentaje de afectación glomerular o del área túbulo 

intersticial que presentaba cada lesión. Esta gradación se realizó siguiendo los siguientes 

criterios: 

 0=Glomérulos y túbulos con características normales; intersticio sin lesión significativa. 

 1=Total del número de glomérulos y túbulos afectados por la lesión menor al 25%. 

 2=Total del número de glomérulos y túbulos afectados por la lesión o cantidad del 

intersticio que refiere la misma entre el 26 y 50%. 
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 3=Total del número de glomérulos y túbulos afectados por la lesión o cantidad del 

intersticio que refiere la misma entre el 51 y 75%. 

 4=Total del número de glomérulos y túbulos afectados por la lesión o cantidad del 

intersticio que refiere la misma mayor al 75%. 

 Para confirmar el establecimiento de la ND inducida tras la administración de STZ, se 

comparó el resultado obtenido en el estudio semicuantitativo entre las ratas control que 

recibieron placebo (C+P) y las ratas inducidas con STZ a las que se les suministró también 

placebo (ND+P). Una vez confirmado el modelo experimental, se evaluó el efecto de los 

diferentes tratamientos celulares mediante la comparación de las puntuaciones obtenidas entre 

las ratas inducidas con STZ que recibieron placebo y las ratas con ND inducida que recibieron 

algún tratamiento celular (ND+ASCs-CN, ND+ASCs-CH, ND+ASCs-DN o ND+ASCs-DH). 

 Las lesiones renales analizadas en el presente trabajo fueron:  

 Expansión mesangial: Definida como la acumulación de material eosinofílico y 

homogéneo dentro del mesangio [86]. 

 Mesangiolisis: Es la degeneración de las células mesangiales, acompañada de la 

desintegración de la matriz mesangial. Microscópicamente, esta lesión se reconoce por la 

ampliación y tinción pálida del mesangio [87]. 

 Microaneurismas: Definida como la dilatación aneurismática de los capilares 

glomerulares [87].  

 Glomerulomegalia: Es el crecimiento anormal del glomérulo relacionado con un 

incremento del riesgo de sufrir glomeruloesclerosis [88].  

 Signos de necrosis tubular aguda (NTA): La NTA es la simplificación del epitelio del 

túbulo contorneado proximal sin la alteración de la membrana celular basal tubular [89, 

90]. Al microscopio óptico la NTA se caracteriza por el aplanamiento y la pérdida del 

borde en cepillo del epitelio tubular [91]. 

 Depósitos tubulares eosinofílicos PAS positivos: Definidos como la acumulación 

subnuclear de material PAS positivo, como el glucógeno, en las células tubulares [86].  

 Cambio a células claras: Son células que presentan un citoplasma de aspecto claro, 

causado por la acumulación lipídica intracelular [92]. 

 Engrosamiento de la membrana basal tubular (EMBT): Se define como el engrosamiento 

de la membrana basal de las células tubulares acompañado de la reducción del diámetro 

de la luz tubular [90]. 
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 Quistes tubulares: Son las dilataciones de la luz de los túbulos renales que llegan a tomar 

forma de quiste [93]. 

 Fibrosis intersticial: Es el incremento de la matriz extracelular que separa a los túbulos en 

la corteza renal [90]. 

 Infiltrado inflamatorio: Es la presencia de células inflamatorias en el intersticio de la 

corteza renal [90]. 

3.5. Análisis ultraestructural por microscopía electrónica de transmisión 

 Las muestras de tejido renal de rata obtenidas el día 45 del estudio, fueron cortadas en 

secciones de 2mm3 y fijadas en solución tamponada deglutaraldehido al 2.5% y tetróxido de 

osmio al 1%. Posteriormente las muestras se deshidrataron con distintas soluciones de etanol en 

concentraciones crecientes, se aclararonen óxido de propileno y se incluyeronen resina epoxi 

para su polimerización. Al bloque de resina polimerizado, con la muestra de tejido incluida, se le 

realizaron cortes ultrafinos de 0.1μm de grosor que fueron colocados sobre rejillas de cobre y 

níquel para ser contrastados con uranil saturado y citrato de plomo. El análisis ultraestructural 

del tejido renal procesado se realizó en un microscopio electrónico Jeol Jem 1400 (Jeol, Japón) 

de alta resolución ubicado en el Servicio Central de Apoyo a la Investigación (SCAI) del campus 

de Rabanales en Córdoba. Todas las observaciones se realizaron de manera ciega y, al menos, 

por dos investigadores independientes. 

4. Análisis estadístico (Excepto microarrays) 

 Los análisis estadísticos fueron realizados con el software PASW Statistic 18 (IBM 

SPSS). Se calcularon los valores de las medias y el error estándar de la media (SEM, Standard 

error of the mean). 

 Tras analizar si existía una distribución normal de los valores mediante la prueba 

denormalidad de Shapiro-Wilks y debido a que el tamaño de todas las muestras fue inferior a 30 

(n<30) se definió un análisis estadístico no paramétrico para todos los resultados del estudio. Las 

comparaciones de parámetros entre los distintos grupos de tratamiento se realizaron aplicando la 

prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y las comparaciones 2 a 2 mediante la prueba U de 

Mann-Whitney. 

 Todos los gráficos de barras del estudio se realizaron con el software GraphPad Prism 5.0 

(Graphpad Software Inc, San Diego, CA, USA). 

 Los resultados estadísticos fueron representados como la media ± SEM, y un p-

valor≤0.05 fue aceptado como significativo. 
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RESULTADOS 

 

1. Resultados estudio In Vitro 

1.1. Caracterización fenotípica de las ASCs 

 El preacondicionamiento en hipoxia de las ASCs no modificó el perfil inmunofenotípico 

de ninguna de las poblaciones celulares estudiadas. Se observó queindependientemente de las 

condiciones de cultivo, un porcentaje de aproximadamente el 95% o más de la población de 

células derivadas de animales sanos (controles, n=15) y de diabéticos (n=15), presentaban en su 

superficie los marcadores CD29, CD90 y CD73, y un porcentaje inferior al 2% de la población 

los marcadores de superficie CD34 y CD45 (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Inmunofenotipo de ASCs aisladas de ratas sanas (C) y diabéticas (D) cultivadas en condiciones 
normoxia (N) o de hipoxia (H): Los datos representan la media±SEM. 

1.2. Caracterización funcional de las ASCs 

 En el estudio cualitativo de diferenciación se observó que las células de animales sanos 

(controles, n=15) y diabéticos (n=15) se diferenciaron a adipocitos y osteoblastos. Por lo tanto, 

todas las ASCs incluidas en el estudio cumplían el criterio de diferenciación establecido para 

células mesenquimales (Figura 9). 
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Figura 9. Diferenciación adipocítica y osteocítica de cada uno de los cuatro grupos de ASCs analizados X200. 

1.3. Tasa de duplicación de las ASCs 

 Según los resultados obtenidos, el preacondicionamiento en hipoxia no modifica la tasa 

de duplicación de las ASCs, independientemente del origen (p=ns), (ASCs-CN: 2.95±0.16 DC; 

ASCs-DN: 2.64±0.18 DC; ASCs-CH: 3.14±0.16 DC; ASCs-DH: 2.75±0.16 DC) (Figura 10). 

  

Figura 10. Representación gráfica del número de duplicaciones celulares correspondientes a ASCs 
procedentes de los cuatro grupos experimentales: Valores de p≥0.05 (ns). Los datos representan la media±SEM. 
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1.4. Capacidad Angiogénica 

 Los resultados mostraron que la exposición a la hipoxia incrementó significativamente la 

formación de estructuras tubulares (ETs) respecto al cultivo en normoxia tanto en las ASCs 

derivadas de animales sanos (n=15) (ASCs-CH, 106.75±15.50 ETs; ASCs-CN, 56.42±5.66 ETs; 

p≤0.01) como en las ASCs derivadas de animales diabéticos (n=15) (ASCs-DH, 60.40±3.96 

ETs; ASCs-DN, 37.00±6.10 ETs; p≤0.01) (Figura 11). 

 Además, en los resultados se observó que el potencial angiogénico de las células 

derivadas de animales diabéticos fue significativamente menor al potencial angiogénico de las 

ASCs derivadas de animales sanos, independientemente de las condiciones de cultivo 

(Normoxia: p≤0.05; Hipoxia: p≤0.05) (Figura 11). 

 La figura 12 muestra imágenes representativas de las estructuras tubulares formadas por 

cada uno de los grupos experimentales in vitro. 

 

 

 

 

 

Figura 11. Representación gráfica del número de estructuras tubulares formadas por las ASCs pertenecientes 
a cada grupo experimental: *p≤0.01 vs. ASCs-C Hipoxia. ‡p≤0.05 vs. ASCs-C Normoxia. †p≤0.05 vs. ASCs-D 
Hipoxia. #p≤0.01 vs. ASCs-D Normoxia. Los datos representan la media±SEM. 
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Figura 12. Imágenes representativas de los ensayos de angiogénesis realizados en las ASCs incluidas en el 
estudio pertenecientes a los cuatro grupos experimentales X200: Estructuras tubulares formadas por las distintas 
ASCs analizadas.  

 

1.5. Cuantificación de la secreción de factores de crecimiento en sobrenadantes 

 La concentración de VEGF en el sobrenadante de los cultivos de ASCs no presentó 

cambios debidos al preacondicionamiento en hipoxia en ninguna de las poblaciones de ASCs 

analizadas (ASCs sanas, n=15; ASCs diabéticas,n=15; p=ns).  

 Analizando en detalle los resultados, se observó que las ASCs derivadas de ratas 

diabéticas mostraron una menor capacidad de secreción de VEGF en comparación con las ASCs 

derivadas de ratas sanas. Sin embargo, esta diferencia sólo resultó estadísticamente significativa 

cuando ambos tipos celulares fueron preacondicionados durante 48h en hipoxia (p≤0.01) (Figura 

13). 
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Figura 13. Representación gráfica de los niveles de secreción de VEGF en las ASCs procedentes de los cuatro 
grupos experimentales: ASCs-CH vs. ASCs-DH (**p≤0.01). Resto de valores de p≥0.05 (ns). Los datos 
representan la media±SEM. 

 De igual modo, el preacondicionamiento en hipoxia no afectó a la secreción de IL-6 en 

ninguna de las poblaciones de ASCs analizadas, sin embargo, se observó una mayor 

concentración de IL-6 en el sobrenadante del cultivo de todas las ASCs derivadas de ratas 

diabéticas en comparación con las ASCs sanas. Esta diferencia resultó estadísticamente 

significativa en ambas condiciones de cultivo (p≤0.01) (Figura 14). 

 

 

Figura 14. Representación gráfica de los niveles de secreción de IL-6 en las ASCs procedentes de los cuatro 
grupos experimentales: ASCs-CN vs. ASCs-DN (**p≤0.01), ASCs-CH vs. ASCs-DH (**p≤0.01). Resto de valores 
de p≥0.05 (ns). Los datos representan la media±SEM. 
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 Respecto a los niveles de EGF secretados en los sobrenadantes del cultivo de las ASCs, 

los resultados mostraron que el preacondicionamiento en hipoxia no modificó la secreción de 

EGF en ninguna de las muestras de sobrenadante analizadas. Además, evidenció una tendencia a 

la reducción en la capacidad de secreción de EGF por parte de las ASCs derivadas de individuos 

diabéticos en ambas condiciones de cultivo, que resultó significativa en el cultivo realizado en 

condiciones de normoxia (p≤0.05) (Figura 15).  

 

Figura 15. Representación gráfica de los niveles de secreción de EGF en las ASCs procedentes de los cuatro 
grupos experimentales: ASCs-CN vs. ASCs-DN (*p≤0.05). Resto de valores de p≥0.05 (ns). Los datos representan 
la media±SEM. 

 La concentración de los factores HGF, IDO e IGF-1 en el sobrenadante del cultivo de las 

ASCs no mostró cambios significativos tras el preacondicionamiento en hipoxia de las todas las 

poblaciones de ASCs analizadas (p=ns). Se observó que las ASCs derivadas de ratas diabéticas 

parecían poseer una menor capacidad de secreción de estos tres factores en ambas condiciones 

de cultivo, sin embargo, esta reducción no resultó significativa (p=ns) (Figura 16). 

 La tabla 4 muestra los valores obtenidos en el estudio de secreción paracrina. 
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Figura 16. Representación gráfica de los niveles de secreción de HGF, IDO e IGF-1 en las ASCs procedentes 
de los cuatro grupos experimentales: Valores de p≥0.05 (ns). Los datos representan la media±SEM. 

 

 

 

Tabla 4. Valores secreción paracrina: Los datos representan la media±SEM. 

# P versus ASCs-Control Hipoxia (ASCs-CH). 
† P versus ASCs-Control Normoxia (ASCs-CN). 
Resto de valores de p≥0.05 (ns). 
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1.6. Estudio de la capacidad migratoria de las ASCs 

 En el análisis de la capacidad de migración de las ASCs en presencia del factor VEGF se 

observó que el preacondicionamiento en hipoxia parece favorecer la capacidad migratoria de las 

ASCs, tanto derivadas de ratas sanas (n=15) como diabéticas (n=15), sin embargo, esta 

diferencia observada respecto al cultivo en normoxia no resultó estadísticamente significativa 

(p=ns) (Figura 17). 

 

Figura 17. Representación gráfica de la migración hacia el VEGF de las ASCs procedentes de los cuatro 
grupos experimentales: Las barras expresan el incremento (1) de la capacidad de migración de las ASCs. 
(1)Incremento= diferencia entre el porcentaje de ASCs migradas con VEGF (pocillos experimento) y el porcentaje de 
ASCs migradas sin estímulo (pocillos controles). Valores de p≥0.05 (ns). Los datos representan la media±SEM. 

 Los ensayos de migración realizados en presencia del factor SDF-1 mostraron que el 

preacondicionamiento en hipoxia no afectaba de un modo significativo a la capacidad de 

migración de ninguna de las poblaciones de ASCs analizadas. Además, se observó que las ASCs 

derivadas de ratas diabéticas poseían una menor capacidad de migración en presencia de dicho 

factor, respecto a las células derivadas de animales sanos, resultando esta diferencia significativa 

tras el preacondicionamiento en hipoxia de ambas poblaciones celulares (p≤0.05) (Figura 18). 
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Figura 18. Representación gráfica de la migración hacia el SDF-1 de las ASCs procedentes de los cuatro 
grupos experimentales: Las barras expresan el incremento (1) de la capacidad de migración de las ASCs. 
(1)Incremento= diferencia entre el porcentaje de ASCs migradas con SDF-1 (pocillos experimento) y el porcentaje de 
ASCs migradas sin estímulo (pocillos controles). ASCs-CH vs. ASCs-DH (*p≤0.05). Resto de valores de p≥0.05 
(ns). Los datos representan la media±SEM. 

 En el análisis de la capacidad de migración de las ASCs en presencia de EPO parece 

observarse una mayor capacidad de ambos tipos de ASCs tras su preacondicionamiento en 

hipoxia, y una mayor capacidad de migración de las ASCs derivadas de ratas diabéticas en 

ambas condiciones de cultivo, normoxia e hipoxia. Sin embargo, ninguna de estas observaciones 

resultó estadísticamente significativa (p=ns) (Figura 19). 

 La tabla 5 muestra los valores obtenidos en el estudio de migración celular.  

 

Figura 19. Representación gráfica de la migración hacia el EPO de las ASCs procedentes de los cuatro grupos 
experimentales: Las barras expresan el incremento (1) de la capacidad de migración de las ASCs. (1)Incremento= 
diferencia entre el porcentaje de ASCs migradas con EPO (pocillos experimento) y el porcentaje de ASCs migradas 
sin estímulo (pocillos controles). Valores de p≥0.05 (ns). Los datos representan la media±SEM. 
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Tabla 5. Valores capacidad migratoria:*p≤0.05 vs. ASCs-CH. Resto de valores de p≥0.05 (ns). Los datos 
representan la media±SEM. 

1.7. Estudio vías moleculares 

1.7.1. Expresión génica global e identificación de los DEGs 

 El proceso de normalización de los datos obtenidos en el análisis de los microarrays 

permitió obtener un número bien definido de genes sobre y subexpresados (DEGs) encada uno 

de los grupos comparativos establecidos para este análisis (Grupo 1. ASCs-CH vs. ASCs-CN; 

Grupo 2. ASCs-DH vs. ASCs-DN; Grupo 3. ASCs-DN vs. ASCs-CN y Grupo 4. ASCs-DH vs. 

ASCs-CH). Tras analizar dichos resultados se observó que el grupo comparativo 4, en el cual se 

analizaban ASCs derivadas de ratas diabéticas y de ratas sanas, ambas preacondicionadas en 

hipoxia, mostró el mayor número de genes diferencialmente expresados (total DEGs=2213 

genes) de los cuales 1354 genes se presentaban sobreexpresados y 859 genes subexpresados. Por 

otro lado, el grupo comparativo 2, en el cual las ASCs comparadas habían sido cultivadas en 

condiciones de normoxia y preacondicionadas en hipoxia, todas derivadas de ratas diabéticas, se 

observó un menor número de genes diferencialmente expresados (total DEGs=201 genes) de los 

cuales 160 genes se presentaban sobreexpresados y 41 genes subexpresados. El número total de 

DEGs en todos los grupos comparativos analizados ha sido representado gráficamente en la 

figura 20.  
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Figura 20. Expresión génica global: Número total de genes sobre y subexpresados que fueron identificados en 
cada grupo experimental. (Grupo 1: ASCs-CH vs. ASCs-CN; Grupo 2: ASCs-DH vs. ASCs-DN; Grupo 3: ASCs-
DN vs. ASCs-CN; Grupo 4: ASCs-DH vs. ASCs-CH). 

1.7.2. Análisis de enriquecimiento y construcción de las PPI 

A.- Resultados análisis del grupo 1 (ASCs-CH vs. ASCs-CN) 

a) Análisis de enriquecimiento con Interfaz web DAVID 

 Este análisis mostró un total de seis términos enriquecidos para el grupo 1 (ASCs-CH vs. 

ASCs-CN) (Tabla 6). 

 

Tabla 6. Términos enriquecidos para el grupo 1 (ASCs-CH vs. ASCs-CN): 
UP_KEYWORDS= UniProt. 
GOTERM_CC_DIRECT= Gene Ontology, Componente celular. 
INTERPRO=InterPro.   
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Por otro lado, este estudio reveló también siete términos infrarrepresentados (Tabla 7). 

 

 

 
Tabla 7. Términos infrarrepresentados, para el grupo 1 (ASCs-CH vs. ASCs-CN): 
GOTERM_CC_DIRECT= Gene Ontology, Componente celular. 
GOTERM_BP_DIRECT= Gene Ontology, Proceso Biológico. 
GOTERM_MF_DIRECT=Gene Ontology, Función Molecular. 

b) Análisis de enriquecimiento con clusterProfiler 

 Este estudio no mostro resultados significativos para este grupo. 

c) Construcción de las redes de PPI 

 Un total de 30 nodos y 24 asociaciones proteicas fueron identificadas en la construcción 

de la red de PPI para los DEGs sobreexpresados del grupo 1 donde la interacción proteica entre 

Abcc9-Kcnj8 alcanzó el mayor CS de 0.99, y dos EChs con valores de 0.9 en el canal de bases 

de datos, y 0.88 en el canal de minería de textos (Figura 21A). 

 En el caso de la red de PPI de los DEGs subexpresados un total de 31 nodos y 49 

interacciones fueron identificadas siendo la interacción Cenpk-Cenpn la que presentó un mayor 

CS de 0.99 y dos EChs con un valor de 0.9, tanto en el canal de bases de datos como en el canal 

de minería de textos (Figura 21B). 
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Figure 21. Red de interacciones proteicas (PPI) grupo 1 (ASCs-CH vs. ASCs-CN): A, B.- Red de interacciones 
proteicas (PPI) para los DEGs sobre y subexpresados, respectivamente. El color de la línea representa el tipo de 
acción y su forma el efecto.  

B.- Resultados análisis del grupo 2 (ASCs-DH vs. ASCs-DN) 

a) Análisis de enriquecimiento con el interfaz web DAVID 

 Este estudio no mostró resultados significativos para este grupo.  

b) Análisis de enriquecimiento con clusterProfiler 

 Este estudio no mostró resultados significativos para este grupo. 

c) Construcción de las redes de PPI 

 En la construcción de redes de PPI del grupo 2 (ASCs-DH vs. ASCs-DN) sólo se 

obtuvieron resultados significativos para DEGs sobreexpresados, a partir de los cuales se obtuvo 

una red compuesta por 19 nodos y 14 interacciones proteicas, siendo la interacción Ntrk1-
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Adora2a la que obtuvo el mayor CS, de 0.92, y un ECh de 0.9 en el canal de bases de datos 

(Figura 22). 

 

 

 

Figure 22. Red de interacciones proteicas (PPI) grupo 2 (ASCs-DH vs. ASCs-DN): Red de interacciones 
proteicas (PPI) para los DEGs sobreexpresados. El color de la línea representa el tipo de acción y su forma el efecto.  
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C.- Resultados análisis del grupo 3 (ASCs-DN vs. ASCs-CN) 

a) Análisis de enriquecimiento con el interfaz DAVID 

 Este análisis arrojó 15 términos enriquecidos, y 32 infrarrepresentados para el grupo 3 

(ASCs-DN vs. ASCs-CN). Las tablas 8 y 9 muestran los 12 términos más enriquecidos e 

infrarrepresentados, respectivamente. 

 

Tabla 8. Los 12 términos más enriquecidos para el grupo 3 (ASCs-DN vs. ASCs-CN): 
UP_KEYWORDS= UniProt; 
GOTERM_CC_DIRECT= Gene Ontology, Componente celular. 
GOTERM_BP_DIRECT= Gene Ontology, Proceso biológico. 
INTERPRO=InterPro. 
UP_SEQ_FEATURE=Uniprot. 
KEGG_PATHWAY= Base de datos KEGG.  
SMART= Base de datos SMART. 
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Tabla 9. Los 12 términos más infrarrepresentados para el grupo 3 (ASCs-DN vs. ASCs-CN): 
UP_KEYWORDS= UniProt. 
GOTERM_BP_DIRECT= Gene Ontology, Proceso biológico. 
INTERPRO = InterPro. 
GOTERM_MF_DIRECT =  GeneOntology, Función molecular. 
UP_SEQ_FEATURE = Uniprot. 
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b) Análisis de enriquecimiento con clusterProfiler 

 Este estudio no mostró resultados significativos para este grupo. 

c) Construcción de las redes de PPI 

 La red de PPI para los DEGs sobreexpresados del grupo 3 resultó estar constituida por 17 

nodos y 9 interacciones proteicas, donde la interacción Blnk-Dapp1alcanzó una CS de 0.92 y un 

ECh con puntuación de 0.9, en el canal de bases de datos (Figura 23A). 

 En el caso de la red de PPI construida para los DEGs subexpresados, esta presentó 26 

nodos y 21 asociaciones proteicas. La interacción Hist1h3c-Hist2h4 alcanzó el mayor CS de 

0.98, y dos ECh con puntuación de 0.88 en el canal de experimentos, y 0.87 en el canal de 

minería de textos (Figura 23B). 

 

 

Figura 23. Red de interacciones proteicas (PPI) grupo 3 (ASCs-DN vs. ASCs-CN): A, B.- Red de interacciones 
proteicas (PPI) para los DEGs sobre y subexpresados, respectivamente. El color de la línea representa el tipo de 
acción y su forma el efecto. 
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D.- Resultados análisis del grupo 4 (ASCs-DH vs. ASCs-CH) 

a) Análisis de enriquecimiento con interfaz web DAVID 

 El análisis de enriquecimiento del grupo 4 mostró 45 términos enriquecidos y 133 

términos infrarrepresentados. Los 12 términos con más significación se muestran en las tablas 10 

y 11 para los DEGs sobre y subexpresados, respectivamente. 

 

 

Tabla 10. Los 12 términos más enriquecidos para el grupo 4 (ASCs-DH vs. ASCs-CH): 
UP_SEQ_FEATURE=Uniprot. 
KEGG_PATHWAY= Base de datos KEGG. 
UP_KEYWORDS= UniProt. 
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Tabla 11. Los 12 términos más infrarrepresentados para el grupo 4 (ASCs-DH vs. ASCs-CH): 
UP_KEYWORDS= UniProt. 
INTERPRO=InterPro. 
GOTERM_MF_DIRECT =  Gene Ontology, Función molecular. 
GOTERM_BP_DIRECT = Gene Ontology, Proceso biológico. 
GOTERM_CC_DIRECT =  Gene Ontology, Componente celular. 
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b) Análisis de enriquecimiento con ClusterProfiler 

 El análisis con clusterProfiler para el grupo 4 (ASCs-DH vs. ASCs-CH) reveló 3 vías 

enriquecidas: la vía de interacción ligando-receptor neuroactivo, la vía del ribosoma y la vía del 

calcio (Figura 24A). A su vez este análisis mostró 3 vías infrarrepresentadas: la vía de infección 

por virus linfotrófico humano de células T tipo 1 (HTLV-1, Human T Lymphotropic Virus Type 

1), la vía de desregulación transcripcional en cáncer y la vía del TNF (Figura 24B). 

 

Figura 24. Análisis con clusterProfiler: A, B.- Diagrama de puntos para las vías enriquecidas e infrarrepresentadas 
para el grupo 4 (ASCs-DH vs. ASCs-CH), respectivamente. El tamaño del punto es proporcional al número de genes 
involucrados en la vía. Los p valores fueron corregidos con el método de Benjamini-Hochberg (BH), y fueron 
ordenados de menos (azul) a más (rojo) significativo. 

c) Construcción de las redes de PPI 

 La red de PPI obtenida estaba compuesta por un total de 355 nodos y 891 asociaciones 

proteicas para los DEGs sobreexpresados, siendo la interacción proteica entre Rpl11-Rps5 la que 

obtuvo el mayor CS de 0.99, y dos EChs con valores de 0.92 en el canal de expresión 

simultánea, y 0.97 en el canal de experimentos (Figura 25A). Respecto a la red de PPI construida 

para los DEGs subexpresados, ésta presentó 185 nodos y 314 asociaciones proteicas, donde la 

interacción Kdr-Vega obtuvo el más alto CS de 0.99 y dos EChs con valores de 0.95 en el canal 

de minería de textos, y 0.9 en el canal de bases de datos (Figura 25B). 
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Figura 25. Red de interacciones proteicas (PPI) grupo 4 (ASCs-DH vs. ASCs-CH): A, B.- Red de interacciones 
proteicas (PPI) para los DEGs sobre y subexpresados, respectivamente. En recuadro se muestra la interacción 
proteica más significativa de cada grupo. El color de la línea representa el tipo de acción su forma el efecto. 
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2. Resultados estudio In vivo 

2.1. Peso corporal y marcadores bioquímicos 

 El día 0 del estudio in vivo previo a la inducción de la ND en las ratas Wistar incluidas en 

el estudio, el peso corporal y los marcadores bioquímicos de todos los animales se encontraban 

dentro del rangode valores normales, correspondientes a animales sanos (Tabla 12).  

 Quince días después de la inyección de STZ (día 15), se constató el establecimiento del 

cuadro de diabetes en  las ratas que habían sido inducidas con STZ, puesto que los resultados 

permitieron observar que el peso corporal de las ratas de los 5 grupos de animales a los que se les 

había administrado STZ era significativamente inferior al peso corporal de las ratas sanas 

(p≤0.05) (Figura 26A), y además que la concentración de glucosa en sangre de las ratas 

inducidas con STZ fue significativamente mayor a la que presentaban las ratas sanas control 

(p≤0.001). 

 Esta tendencia del peso corporal y de la concentración de glucosa en sangre se mantuvo a 

lo largo de todo el estudio, observándose los días 30 y 45 del estudio que las ratas sanas seguían 

manteniendo un peso corporal significativamente mayor y una concentración de glucosa en 

sangre significativamente menor al de las ratas con ND inducida, incluidas en los 5 grupos de 

tratamiento ND (Figura 26B). 
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Figura 26. Peso corporal y glucosa en sangre días 15, 30 y 45: A.- Peso corporal: *p≤0.05 vs. ND+P, 
ND+ASCs-CN, ND+ASCs-CH, ND+ASCs-DN y ND+ASCs-DH en su respectivo día de estudio. B.- Glucosa en 
sangre: ***p≤0.001 vs. ND+P, ND+ASCs-CN, ND+ASCs-CH, ND+ASCs-DN y ND+ASCs-DH en su respectivo 
día de estudio. Resto de valores de p≥0.05 (ns). Los datos representan la media±SEM. 

 Respecto a la concentración de urea y creatinina en sangre, cuantificada los días 15, 30 y 

45 del estudio, los resultados mostraron que todos los grupos de ratas con ND inducida 

presentaban una mayor concentración de ambos parámetros en sangre respecto a las ratas sanas, 

sin embargo, estas diferencias no resultaron significativas para ninguno de los dos parámetros 

(p=ns). Tampoco se observaron diferencias en los resultados obtenidos entre los distintos grupos 

de ratas con ND inducida (p=ns) (Figura 27A y B). 
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Figura 27. Urea y creatinina en sangre días 15, 30 y 45: A.- Urea: Valores de p≥0.05 (ns). B.- Creatinina: 
Valores de p≥0.05 (ns). Los datos representan la media±SEM. 

 A partir de los resultados obtenidos de las concentraciones en sangre de glucosa, urea y 

creatinina, en cada uno de los tiempos analizados, se realizó el cálculo del 

incremento/decremento neto de cada uno de los parámetros en el día 30 del estudio respecto al 

día 15, y en el día 45 respecto al día 30 del estudio (Figura 28A, B y C). A partir de los 

resultados obtenidos de estos incrementos/decrementos se realizaron las comparaciones entre los 

distintos grupos de tratamientos y no se obtuvieron diferencias estadísticamente significativas 
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entre los distintos tratamientos administrados en las ratas con ND inducida (p=ns). Como 

resultado más relevante, se observó que el día 45 del estudio los niveles de glucosa y creatinina 

en las ratas con ND inducida que habían sido tratadas con ASCs derivadas de ratas sanas y 

preacondicionadas en hipoxia habían reducido su concentración en sangre respecto a la 

concentración observada en ambos parámetros el día 30 del estudio, sin embargo, esta reducción 

no resultó estadísticamente significativa (p=ns).  

 

 

 

Figura 28. Incremento/decremento marcadores bioquímicos en sangre: A.- Glucosa en suero día 30 respecto al 
día 15, y día 45 respecto al día 30 (p=ns). B.- Urea en suero día 30 respecto al día 15, y día 45 respecto al día 30 
(p=ns). C.- Creatinina en suero día 30 respecto al día 15, y día 45 respecto al día 30. Valores de p≥0.05 (ns). Los 
datos representan la  media±SEM. 
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 A partir de los resultados obtenidos de la concentración de albúmina y creatinina en orina 

los días 15, 30 y 45, se calculó la ratio albúmina/creatinina. Los resultados de dicho cálculo 

mostraron una elevación significativa dela ratio entre ambos parámetros los días 15, 30 y 45 

(p≤0.001). Sin embargo, no se obtuvieron diferencias estadísticamente significativas en las 

comparaciones realizadas entre los distintos grupos de tratamiento (p=ns) (Figura 29A). Este 

análisis también reveló un decremento neto no significativo dela ratio albúmina/creatinina en 

orina el día 45 respecto al día 30 en las ratas tratadas con ASCs-DH respecto a los otros grupos 

de tratamientos (Figura 29B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Marcadores bioquímicos en orina: A.- Ratio Albúmina/Creatinina días 15, 30 y 45: ***p≤0.001 vs. 

ND+P, ND+ASCs-CN, ND+ASCs-CH, ND+ASCs-DN y ND+ASCs-DH en su respectivo día de estudio. B.- 
Incremento/decremento ratio albúmina/creatinina: Valores de p≥0.05 (ns). Los datos representan la 
media±SEM. 
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 La tabla 12 muestra los resultados obtenidos en la cuantificación de los parámetros 

bioquímicos y del peso corporal de los grupos experimentales analizados en el estudio in vivo. 

En la tabla 13 se muestran los valores del cálculo del incremento/decremento neto de los 

parámetros bioquímicos estudiados en el presente trabajo. 

 

Tabla 12. Valores obtenidos en la cuantificación de marcadores bioquímicos los días 15, 30 y 45: Peso 
corporal: *p≤0.05 vs. ND+P, ND+ASCs-CN, ND+ASCs-CH, ND+ASCs-DN, ND+ASCs-DH, en su día 
correspondiente. Glucosa en sangre: ***p≤0.001 vs. ND+P, ND+ASCs-CN, ND+ASCs-CH, ND+ASCs-DN, 
ND+ASCs-DH, en su día correspondiente. Ratio albúmina/creatinina: ***p≤0.001 vs. ND+P, ND+ASCs-CN, 
ND+ASCs-CH, ND+ASCs-DN, ND+ASCs-DH, en su día correspondiente. Resto de valores de p≥0.05 (ns). Los 
datos representan la media±SEM. 
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Tabla 13. Valores obtenidos en el cálculo del incremento/decremento neto de los marcadores bioquímicos: 
Valores de p≥0.05 (ns). Los datos representan la media±SEM. 

2.2. Estudio morfológico semicuantitativo 

 Una vez concluido el estudio in vivo, los riñones derivados de todas las ratas sacrificadas 

fueron procesados y sometidos a tinción para la realización del estudio histopatológico por 

microscopía óptica y su análisis semicuantitativo.  

 El análisis morfológico semicuantitativo de las muestras de tejido renal procedentes de 

los dos grupos experimentales tratados con placebo (grupo control-sano y grupo ND) 

permitieron establecer el grado mínimo y máximo, respectivamente, de las distintas lesiones 

renales asociadas a ND.  

 Las muestras de tejido derivadas de ratas sanas tratadas con placebo (grupo control sano-

placebo) mostraron una morfología renal normal sin presencia de hipercelularidad o expansión 

mesangial, capilares glomerulares sin dilataciones, células tubulares con borde en cepillo en su 

membrana apical y grosor normal en su membrana basal, y ausencia de signos de inflamación o 

necrosis en el intersticio (Figura 30). 

 Por otra parte, en las muestras procedentes de ratas con ND inducida y tratadas con 

placebo (grupo ND-placebo) se observaron importantes cambios estructurales y morfológicos en 

el tejido renal. A nivel glomerular se observó la presencia de expansión mesangial y dilataciones 

capilares glomerulares. En el compartimiento tubularse apreciaron signos de necrosis aguda en el 

epitelio tubular con pérdida del borde en cepillo en membrana su apical y aplanamiento celular; 
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además, se evidenció la presencia de células de aspecto claro. Y en el intersticio se observó la 

presencia de un intenso infiltrado inflamatorio (Figura 31). 

 Tras comparar estadísticamente los resultados del análisis semicuantitativo realizado en 

ambos grupos experimentales tratados con placebo (control-sano y ND) se obtuvieron 

diferencias significativas respecto al grado de daño observado en el tejido renal en todas las 

lesiones analizadas (p entre 0.01 y ≤0.001) excepto en la presencia del infiltrado inflamatorio 

(p=ns) (Figura 32).  

 

Figura 30. Morfología renal ratas control en H&E y PAS X200: No se observa ninguna lesión. 

 

Figura 31. Morfología renal ratas con nefropatía diabética incluidas en el grupo tratado con placebo H&E y 
PAS X200: H&E: Intenso infiltrado inflamatorio (círculos blancos); PAS: Cambio a células claras (asteriscos 
negros), Signos de necrosis tubular aguda (NTA) (flechas negras), Expansión mesangial (flecha blanca), dilataciones 
capilares (flecha negra angulada). 
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 Por otro lado, en las muestras de tejido renal procedentes de los grupos experimentales 

con ND inducida se observó que las ratas tratadas con ASCs de animales sanos y 

preacondicionadas en hipoxia (ASCs-CH) presentaban un menor grado de daño en todas las 

lesiones renales analizadas en comparación con las tratadas con placebo. Esta diferencia resultó 

estadísticamente significativa, resultando valores de p entre 0.05 y ≤0.001 (Figura 32). 

 Además, entre los grupos experimentales con ND inducida que habían recibido 

tratamiento celular, las muestras de ratas tratadas con ASCs de animales sanos 

preacondicionadas en hipoxia (ASCs-CH) mostraron un menor grado de daño renal en todas las 

lesiones analizadas excepto en la presencia de depósitos de tubulares respecto al resto de grupos 

tratados con células. Esta diferencia resultó estadísticamente significativa para las lesiones de 

glomerulomegalia (p≤0.01), cambio a células claras (p≤0.05), engrosamiento de la membrana 

basal tubular (p≤0.05), y presencia de infiltrado inflamatorio (p≤0.01) en la comparación 

realizada con el grupo de ratas tratado con células derivadas de animales sanos expandidas en 

normoxia (ASCs-CN) (Figura 32 D, G, H y K), y para las lesiones glomerulomegalia (p≤0.01), 

presencia de fibrosis intersticial (p≤0.05) e infiltrados inflamatorios (p≤0.01) en la comparación 

realizada con el grupo de ratas tratadas con ASCs derivadas de animales diabéticos 

preacondicionadas en hipoxia (ASCs-DH) (Figura 32 D, J y K). 

 Para analizar el efecto del preacondicionamiento sobre las ASCs derivadas de animales 

diabéticos (ASCs-D) se realizó una comparativa del grado de lesión observado entre los dos 

grupos experimentales tratados con ASCs-D (ASC-DH vs. ASCs-DN) y se observó que sólo dos 

lesiones presentaban diferencias estadísticamente significativas, depósitos tubulares (p≤0.05) y 

quistes tubulares (p≤0.01). Sin embargo, este resultado no fue homogéneo pues el grado de la 

lesión de depósitos tubulares eosinofílicos fue mayor y el de quistes tubulares menor en el grupo 

de ratas tratadas con ASCs-DH respecto al grupo tratado con ASCs-DN (Figura 32 F e I). 

 Las figuras 33, 34 y 35 muestran las imágenes de las lesiones más representativas del 

estudio. 
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Figura 32. Análisis semicuantitativo del tejido renal: A.- Expansión mesangial. B.- Mesangiolisis. C.- 
Microaneurismas. D.- Glomerulomegalia. E.- Signos de necrosis tubular aguda (NTA). F.- Depósitos 
eosinofílicos tubulares. G.-Cambio a células claras. H.- Engrosamiento de la membrana basal tubular 
(EBTM). I.- Quistes tubulares. J.- Fibrosis intersticial. K.- Infiltrado inflamatorio.: 1. C+P,2. ND+P, 3. 
ND+ASCs-CN, 4.ND+ASCs-CH, 5. ND+ASCs-DN, 6. ND+ASCs-DH. p≤0.05(*), p≤0.01(**) y p≤0.001(***). 
Resto de valores de p≥0.05 (ns). Los datos representan la  media±SEM. 
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Figura 33. A.- Expansión mesangial en tinción PAS X200 (ND+ASCs-CN): Flechas negras. B.- Mesangiolisis 
en tinción PAS X200 (ND+ASCs-CN): Disolución de la matriz mesangial y pérdida de células mesangiales 
(asterisco negro). C.- Microaneurisma en tinción PAS X400 (ND+ASCs-CN): Flecha negra. D.-
Glomerulomegalia en tinción H&E X200 (ND+ASCs-DN): Escala 50µm. 
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Figura 34. A.- Signos de necrosis tubular aguda (NTA) en tinción PAS X200 (ND+ASCs-CN): Pérdida del 
borde en cepillo (flechas negras), dilataciones de las luces tubulares (asteriscos negros) y aplanamiento del epitelio 
(flechas blancas). B.- Depósitos eosinofílicos tubulares en tinción PASX400 (ND+ASCs-DN): Flechas negras. 
C.- Cambio a células claras en tinción PAS X200 (ND+ASCs-CN): Células con citoplasma claro y membrana 
plasmática bien definida (Flechas negras). D.- Engrosamiento membrana basal tubular (EMBT) en tinción PAS 
X400 (ND+ASCs-CN): (Flechas negras). 
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Figura 35. A.- Quistes tubulares en tinción H&E X200 (ND+ASCs-CH): Asteriscos negros. B.- Fibrosis 
intersticial en tinción PAS X200 (ND+ASCs-CN): Flecha negra. C.- Infiltrado inflamatorio en tinción H&E 
(ND+ASCs-DN): Círculos blancos. 

 

 

 

 

 



Tesis doctoral  Resultados 

113 

 La tabla 14 muestra los valores obtenidos en el estudio semicuantitativo de todas las 

lesiones estudiadas en el presente trabajo. 

 

Tabla 14. Valores obtenidos en el análisis semicuantitativo del estudio histopatológico: Necrosis tubular aguda 
(NTA), Engrosamiento membrana basal tubular (EBTM). Los datos representan la media±SEM. 

 

2.3. Análisis ultraestructural del tejido renal 

 Del total de riñones extraídos a las ratas, 6 fueron procesados (uno por grupo) para el 

análisis del tejido renal por microscopía electrónica de transmisión. 

 Este estudio permitió la observación a nivel ultraestructural del tejido renal sano derivado 

del grupo de ratas control tratadas con placebo, confirmando su estado fisiológico normal 

(Figura 36B). 

 El análisis mediante microscopía electrónica de transmisión permitió además identificar 

las lesiones más características del tejido renal lesionado debido a la nefropatía diabética en el 

grupo experimental con ND inducida tratado con placebo. Las lesiones más relevantes analizadas 

asociadas a la ND fueron la expansión mesangial, la presencia de microaneurismas, de necrosis 

tubular aguda y de infiltrado inflamatorio. Además, el análisis ultraestructural de dichas lesiones 

permitió determinar que el grado de lesión en los riñones procedentes de ratas con ND tratadas 
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con placebo era mucho mayor que el observado en las muestras renales derivadas de ratas que 

habían sido tratadas con ASCs, independientemente del tipo de tratamiento celular administrado 

(Figura 37). Como se observa en las figuras 38, 39, 40 y 41, las lesiones renales que caracterizan 

el daño renal provocado por la ND inducida fueron claramente identificadas en el análisis de las 

distintas muestras mediante microscopía electrónica de transmisión. 

 

Figura 36. Ultraestructura tejido renal sano (C+P): A.- Microscopía óptica: Morfología renal sin alteraciones 
en tinción PAS X200. B.- Microscopía electrónica de transmisión: X1,500. Podocito (P), Célula tubular (CT), 
Célula endotelial (CE), Glomérulo (G), Espacio de Bowman (EB) y Mesangio (Me). 

 

 

Figura 37. Ultraestructura tejido renal rata ND: A.- Microscopía óptica: Glomérulo rata ND (ND+P) en tinción 
PAS X400. B.- Microscopía electrónica de transmisión: X8,000. Pedicelos (Pe), Pérdida pedicelar: Fusión 
segmentaria (FS), Endotelio fenestrado (EF), Capilar glomerular (CG), Eritrocito (E).  
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Figura 38. Ultraestructura expansión mesangial tejido renal rata ND: A.- Microscopía óptica: Glomérulo rata 
ND (ND+P) en tinción PAS X200. B.- Microscopía electrónica de transmisión: X9,000. Núcleo célula mesangial 
(NCM), Marcada expansión mesangial (EM). 

 

 

Figura 39. Ultraestructura microaneurisma tejido renal rata ND: A.- Microscopía óptica: Glomérulo rata ND 
(ND+ASCs-CH) en tinción PAS X400. B.- Microscopía electrónica de transmisión: X,8000. Microaneurisma 
(M), Eritrocito (E), Capilar glomerular (CG).  
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Figura 40. Ultraestructura necrosis tubular aguda tejido renal rata ND: A.- Microscopía óptica: Túbulos 
renales rata ND (ND+ASCs-CN) en tinción PAS X200. B.- Microscopía electrónica de transmisión: X6,900 
Célula tubular (CT), Luz tubular (LT).  

 

Figura 41. Ultraestructura infiltrado inflamatorio en tejido renal rata ND: A.- Microscopía óptica: Infiltrado 
inflamatorio rata ND (ND+ASCs-DN) en tinción H&E X200. B.- Microscopía electrónica de transmisión: 
X15,000. Célula inflamatoria (CI).  
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DISCUSIÓN 

 

 Las MSCs han demostrado su efecto terapéutico en el tratamiento de una amplia gama de 

patologías [7, 15, 20, 21, 27, 35], incluida la ND [10, 49, 51-53]. Para su estudio y posterior 

aplicación las MSCs deben primero ser extraídas de sus nichos fisiológicos, cultivadas y 

expandidas ex vivo en el laboratorio. La mayoría de los protocolos de cultivo mantienen las 

células en condiciones diferentes a las fisiológicas [9, 31, 59, 60, 94, 95], siendo la concentración 

de oxígeno uno de los parámetros que más varía, presentando un valor estándar igual al de la 

atmosférica cuya concentración de oxígeno es aproximadamente cuatro veces mayor a la 

existente en el nicho fisiológico [59]. 

 El efecto beneficioso del preacondicionamientoen hipoxia sobre las MSCs ha sido 

ampliamente estudiado [9, 31, 59, 96, 97], demostrando su capacidad para incrementar el efecto 

angiogénico [31, 94] y paracrino de las MSCs [31, 98]. En un estudio reciente Wobma y 

colaboradores demostraron que las ASCs respondían a la hipoxia sobreexpresando proteínas 

implicadas en el metabolismo anaerobio, autofagia, migración y angiogénesis, como mecanismos 

de adaptación [99].  

 La diabetes está asociada con anormalidades en la funcionalidad de las MSCs [11, 54-57] 

y se ha documentado que las ASCs obtenidas de pacientes diabéticos presentan una senescencia 

prematura y mayor riesgo de apoptosis [10, 11], así como una capacidad angiogénica, secretora, 

proliferativa y de diferenciación reducidas [57].  

 Hoy por hoy, se han experimentado diferentes estrategias con la finalidad de restaurar las 

capacidades de las MSCs deterioradas por la diabetes [56, 100, 101], sin embargo, aún no se 

conoce el rol específico de la hipoxia sobre las MSCs obtenidas de pacientes diabéticos. 

 En el presente trabajo se han analizado las características funcionales in vitro y, en un 

modelo experimental de nefropatía diabética, de ASCs derivadas de ratas diabéticas, expandidas 

en condiciones de normoxia y preacondicionadas durante 48 horas en hipoxia, y se han 

comparado sus resultados con los obtenidos de células diabéticas expandidas sin exposición a 

hipoxia. Además, se han analizado comparativamente con los resultados obtenidos de ASCs 

derivadas de ratas sanas expandidas en ambas condiciones de cultivo.  
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 Para dicho análisis se han desarrollado estudios in vitro de caracterización fenotípica y 

funcional, ensayos de angiogénesis, migración y de cuantificación de secreción de factores. 

Además, se han realizado análisis genómicos para la identificación de vías moleculares 

implicadas en el preacondicionamiento hipóxico, en la diabetes y los posibles efectos a nivel 

molecular de la interacción de ambos factores. El análisis in vivo se ha desarrollado en un 

modelo de rata de nefropatía diabética inducida mediante STZ en el que ha sido evaluada la 

capacidad de recuperación de la función renal de los distintos tratamientos celulares 

administrados en las ratas con ND a través de la cuantificación de determinados marcadores 

bioquímicos relacionados con la función renal, y del análisis anatomopatológico y 

ultraestructural del tejido renal.  

 Los resultados del trabajo demuestran que las ASCs conservan su inmunofenotipo y 

capacidad de diferenciación tras el preacondicionamiento en hipoxia.  

 El análisis de la tasa de duplicación celular de las ASCs ha demostrado que no existen 

diferencias significativas en el número de las duplicaciones celulares de las ASCs sanas y 

diabéticas preacondicionadas en hipoxia respecto a las cultivadas en normoxia. No obstante, las 

ASCs diabéticas muestran una leve reducción, aunque, no significativa de sus duplicaciones 

celulares tanto en normoxia como en hipoxia. Este resultado confirma lo publicado por 

Cianfarini y colaboradores quienes han demostrado que la diabetes reduce significativamente la 

capacidad proliferativa de las ASCs [102]. 

 En cuanto al estudio de la función celular, los resultados obtenidos muestran que el 

preacondicionamiento en hipoxia no modifica la capacidad migratoria de las ASCs en los 

quimioatrayentes estudiados. Un gran número de estudios publicados ha demostrado el 

incremento de la capacidad migratoria de las MSCs aisladas de individuos sanos como efecto 

secundario al preacondicionamiento en hipoxia [96, 103-105]. No obstante, en la bibliografía 

revisada hemos encontrado un estudio en el que se ha observado una reducción en la capacidad 

migratoria de las MSCs causada por la acción directa del HIF-1 en el citoesqueleto [106]. No se 

han hallado publicaciones respecto al efecto de la hipoxia en ASCs procedentes de individuos 

diabéticos, aunque basados en nuestros resultados se puede sugerir que la hipoxia no produce 

cambios en la capacidad migratoria de las ASCs-D, al menos según las condiciones 

experimentales que hemos utilizado en nuestro trabajo. 

 En un estudio Spinetti y colaboradores demostraron que células proangiogénicas (PAC, 

pro-angiogenic cells) derivadas de MO de pacientes con DM2 presentan una reducción 
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significativa en su capacidad migratoria hacia el SDF-1, y justifican esta reducción por la 

sobreexpresión del miR-15a y del miR-16. También observaron que la hipoxia incrementa la 

sobreexpresión de estos dos microRNAs [107]. Estas observaciones concuerdan con nuestros 

resultados de migración in vitro, lo que permite sugerir que la reducción de la migración hacia el 

SDF-1 por parte de las ASCs diabéticas preacondicionadas en hipoxia podría deberse en parte a 

un mecanismo similar al observado en las PACs. 

 En cuanto a la actividad paracrina, un resultado destacable es el incremento significativo 

de la secreción de IL-6 por parte de las ASCs-D en ambas condiciones de cultivo. Estos 

resultados concuerdan con un estudio publicado según el cual las BMMSCs derivadas de ratas 

diabéticas presentan una sobreexpresión génica de IL-6 [57, 108]. Además, en la literatura 

existen evidencias que demuestran que los pacientes diabéticos padecen inflamación crónica de 

bajo grado caracterizada por un incremento sistémico de IL-6, entre otros factores [109-111]. 

Este incremento está estrechamente asociado con la patogénesis de las complicaciones 

microvasculares que acompañan la diabetes [111]. Por lo tanto, los resultados sugieren que la 

diabetes estimula la secreción de IL-6 en las ASCs de ratas, y que esta secreción podría 

contribuir al incremento sistémico de esta citoquina en pacientes diabéticos [57]. 

 El resto de resultados obtenidos en el estudio del análisis de la secreción paracrina de las 

ASCs sanas y diabéticas ha demostrado que el preacondicionamiento en hipoxia no afecta de un 

modo significativo a la capacidad de secreción de los factores VEGF, HGF, IDO, IGF-1 y EGF 

en las ASCs derivadas de animales diabéticos. Contrario a estos resultados, existen estudios 

publicados que han demostrado un efecto estimulador de la hipoxia sobre la capacidad de 

secreción de las MSCs en general [98]. No obstante, se ha observado también que el cultivo de 

ASCs derivadas de donantes sanos a concentraciones de oxígeno de entre el 1% al 2% favorece 

su secreción de VEGF pero no de otros factores como el PDGF, KGF, TGFβ1 y HGF [94, 95, 

112], pudiendo incluso reducir significativamente la secreción de éste último factor [95]. La 

disparidad entre los resultados obtenidos en el presente trabajo respecto a las publicaciones 

revisadas podría deberse a las diferentes concentraciones de oxígeno usadas en el desarrollo de 

cada estudio. 

 Con el análisis de la capacidad angiogénica se ha demostrado que la hipoxia mejora 

significativamente la habilidad de formar vasos in vitro en ambas poblaciones de ASCs, sanas y 

diabéticas. Un amplio número de publicaciones respaldan estas observaciones [9, 31, 59, 60, 94]. 
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 Sobre la base de los estudios de funcionalidad celular se puede sugerir que el 

preacondicionamiento en hipoxia es por sí solo un método limitado para la finalidad de restaurar 

la funcionalidad deteriorada por la diabetes en las ASCs, puesto que solo reproduce una de las 

variables que componen su nicho in vivo. No obstante, sí es una herramienta útil para evidenciar 

las profundas alteraciones que produce la diabetes en la funcionalidad de las ASCs. 

 Otro de los objetivos del presente trabajo ha sido identificar los cambios genómicos 

provocados por la diabetes, la hipoxia y la interacción de ambas sobre la funcionalidad de las 

ASCs. Para este fin se llevaron a cabo ensayos de microarrays y estudios bioinformáticos. 

 El primer ensayo de microarray se propuso estudiar las diferencias existentes entre las 

ASCs obtenidas de ratas sanas en hipoxia, respecto a las cultivadas en normoxia (ASCs-CH vs. 

ASCs-CN). El análisis de enriquecimiento de los DEGs sobreexpresados mostró que cinco de los 

seis términos enriquecidos significativamente tienen directa relación con la membrana celular y 

contienen el gen ESAM. Este gen es codificante de la proteína de membrana denominada 

molécula de adhesión celular selectiva endotelial (ESAM, Endothelial Cell-selective Adhesion 

Molecule), y al contribuir en la formación de uniones entre CE tiene un rol en la formación y 

consolidación de vasos sanguíneos en procesos angiogénicos patológicos [113]. Respecto al 

análisis bioinformático de los DEGs subexpresados del primer microarray, éste mostró que el 

término más infrarrepresentado "Segregación cromosómica" contiene el gen CENPN, y que los 

términos "Cromosoma nuclear condensado" y "Cromatina", también significativamente 

infrarrepresentados, contienen en sus listas a los genes NEK2 y CHEK1, respectivamente. 

Basciano y colaboradores observaron que el cultivo prolongado (21 días) en hipoxia de las 

MSCs reducía su expresión de genes implicados en la replicación del ADN y la división celular; 

entre los que encontraron al CENPN [97], miembro de la familia de las proteínas centroméricas 

(CENP) [114]. Del mismo modo, se ha descrito el importante rol que tienen el NEK2 y el 

CHEK1 en la regulación del ciclo y la división celular [115, 116].  

 Las redes de PPI generadas en este análisis de microarray han mostrado que la 

interacción proteica entre Abcc9-Kcnj8 y Cenpk-Cenpn alcanzan los valores más representativos 

para los DEGs sobre y subexpresados, respectivamente. De acuerdo a la literatura, la proteínas 

Abcc9 y Kcnj8 son componentes importantes de los canales de potasio sensibles al ATP [117]. 

Estos canales tienen la capacidad de contribuir a la sobreexpresión del VEGF, lo que resulta en 

el incremento de la actividad angiogénica de las CEs según ensayos in vitro e in vivo [118].  
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 Estos resultados además de estar en consonancia con el incremento de la angiogénesis 

observada en nuestros ensayos in vitro, permiten sugerir que la hipoxia tiene un rol regulador 

sobre las vías moleculares del ESAM y deAbcc9-Kcnj8 en las ASCs, que se traduce en el 

incremento de su capacidad angiogénica. Además, considerando que la subexpresión de genes 

vinculados con la división celular es una característica inherente a la quiescencia celular [97] y 

que ésta, entre otras propiedades, constituye un estado protector a las células troncales adultas 

frente el estrés genotóxico [119], se puede afirmar que la exposición de las ASCs sanas a 

periodos cortos de hipoxia (48h) es suficiente para estimular su quiescencia y su consecuente 

protección contra el estrés ambiental. 

 El segundo estudio de microarray evaluó los efectos de la hipoxia en células diabéticas 

respecto a sus pares cultivados en normoxia (ASCs-DH vs. ASCs-DN). El único resultado 

significativo del análisis de este microarray se ha observado en la construcción de las redes de 

PPI con los DEGs sobreexpresados, donde la interacción entre Ntrk1-Adora2a ha resultado la 

más significativa. Liu y colaboradores demostraron que la hipoxia induce la expresión del 

receptor de adenosina A2A (Adora2a, Adenosine A2A Receptor) en CEs, participando en la 

regulación del VEGF y en la transcripción HIF-1α asociado a rutas glicolíticas, incrementando 

su capacidad angiogénica [120]. Estos hallazgos explican, al menos en parte, el incremento de la 

capacidad angiogénica de las ASCs-D preacondicionadas en hipoxia que hemos observado en los 

estudios in vitro, identificando la sobreexpresión del gen Adora2a como uno de los factores 

responsables de este efecto. 

 Tras realizar una profunda búsqueda bibliográfica, no se han encontrado trabajos 

publicados que hayan analizado el efecto de la hipoxia en células derivadas de pacientes 

diabéticos. Un estudio realizado por Beltrano y colaboradores analiza el efecto de un cultivo en 

condiciones de hipoxia y altas concentraciones de glucosa sobre ASCs humanas. Según sus 

resultados, las VE derivadas de estas células provocan un incremento significativo de la 

respuesta angiogénica de cocultivos realizados con CE y pericitos retinianos, sin embargo, los 

vasos formados presentaron una mayor permeabilidad y menor estabilidad [121]. 

 El tercer microarray estudió las diferencias en la expresión génica de las ASCs-D en 

relación a las ASCs-C, ambas cultivadas en normoxia (ASCs-DN vs. ASCs-CN). Dentro de los 

12 términos más enriquecidos, dos tienen directa relación con la glicosilación proteica: 

“Glicosilación N-ligado” y “Glicoproteina”. Un estudio reciente ha demostrado que el control 

inadecuado de los niveles de glucosa produce cambios en el perfil de glicosilación N-ligado en el 

suero de pacientes con DM1 [122]. Por otro lado, se ha reportado también que el perfil de 
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glicosilación N-ligado de la membrana celular de las MSCs experimenta modificaciones en el 

transcurso de su desarrollo [123], y que estos cambios pueden modular su capacidad de 

diferenciación [124]. Estas observaciones sugieren que la diabetes puede influir en la 

funcionalidad de las MSCs a través de los cambios inducidos en su perfil de glicosilación N-

ligado, entre otras causas. 

 Otro resultado a destacar dentro del análisis del tercer microarray es la presencia del gen 

IL-1R2 en seis de los 12 términos más enriquecidos. Este gen codifica a la glicoproteína receptor 

de IL-1 tipo 2 (IL-1R2). El IL-1R2 es considerado un regulador negativo de la señalización de la 

IL-1 puesto que su interacción con este ligando no desencadena ningún efecto y es un 

competidor directo del receptor de IL-1 tipo 1 [125]. Según la literatura, el eje ligando/receptor 

IL-1/IL-1R1 promueve el efecto antiinflamatorio de las MSCs [126, 127], así como su capacidad 

migratoria hacia el SDF-1, mediante la sobreexpresión de su receptor CXCR4 [127]. Estas 

observaciones sugieren que a través del enriquecimiento de vías moleculares vinculadas con el 

IL-1R2 la diabetes afecta negativamente el efecto antiinflamatorio de las ASCs y a su capacidad 

de migración en presencia del factor SDF-1. Este último se constató también con nuestros 

resultados in vitro. 

 Dentro de los doce términos más infrarrepresentados obtenidos en el análisis del tercer 

microarray se encuentran dos términos ligados a la regulación positiva de la regulación génica, 

denominados “Regulación positiva de la transcripción del promotor de la ARN polimerasa II” y 

“Actividad del factor de transcripción ARN polimerasa II, secuencia específica de unión al 

ADN, activación del ligando”. Estos resultados corroboran las observaciones de Meugnier y 

colaboradores quienes demostraron que las células del tejido adiposo y músculo esquelético de 

individuos sanos respondían a la hiperglicemia aguda con una subexpresión génica generalizada 

de aproximadamente un "80%" de todas sus vías biológicas moleculares [128]. 

 Otro resultado a destacar del análisis del tercer microarray es la presencia del gen 

codificante del receptor nuclear huérfano 4A1 (NR4A1, Orphan Nuclear Receptor 4A1) en ocho 

de los doce términos más infrarrepresentados. Se ha descrito que la sobreexpresión de este gen 

estimula la capacidad angiogénica de las CE [129] y la migración hacia el SDF-1 por parte de las 

MSCs [130]. Estos resultados vuelven a poner de manifiesto el efecto deletéreo de la diabetes 

sobre la capacidad angiogénica y migratoria de las ASCs, en este caso a través de la 

infrarrepresentación de vías relacionadas con el NR4A1. 
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 La construcción de las redes de PPI derivadas del tercer microarray con los genes 

sobreexpresados revelaron que la interacción entre Blnk-Dapp1 alcanzó la puntuación más 

significativa. El gen DAPP1 codifica la proteína adaptadora dual de fosfotirosina y 3 

fosfoinosítidos 1 (Dapp1, Dual Adaptor of Phosphotyrosine and 3-phosphoinositides 1) que 

promueve la interacción entre linfocitos B y T, además de estimular la adhesión linfocítica 

mediante la activación de las integrinas [131]. Hosokawa y colaboradores en un estudio reciente 

observaron la sobreexpresión del gen DAPP1 en células β productoras de insulina diferenciadas 

de células troncales pluripotentes inducidas (iPSCs, Induced Pluripotent Stem Cells) obtenidas 

de pacientes con diabetes tipo 1 fulminante. Este subtipo de diabetes se caracteriza por la rápida 

destrucción de las células β del páncreas, causando así un aumento repentino de los valores de 

glucosa en sangre. En tal sentido, los autores de este estudio sugieren que la sobrexpresión de 

Dapp1 podría explicar la fisiopatología de la lisis de las células β en la diabetes fulminante tipo 1 

[132]. En ese contexto, y sobre la base de las observaciones del presente trabajo se puede sugerir 

que la presencia del Dapp1 en las ASCs-D les podría conferir una mayor susceptibilidad de sufrir 

lisis celular frente a la respuesta inmunitaria.  

 Respecto a la red de PPI de los genes subexpresados del tercer microarray, la interacción 

entre Hist1h3c-Hist2h4 ha resultado ser la más significativa. Un estudio desarrollado por Gatta y 

colaboradores han concluido que MSCs derivadas de la gelatina de Wharton cultivadas por un 

periodo prolongado de 12 semanas para su envejecimiento, muestran subexpresados genes 

vinculados con la proliferación y la pluripotencialidad celular, entre los que se encuentra el gen 

HIST1H3C, codificante de un miembro de la familia de histonas H3 [133]. Estos hallazgos 

identifican otra ruta molecular por la cual la diabetes podría afectar la funcionalidad de las ASCs 

provocando su envejecimiento prematuro. 

 Con el cuarto microarray se identificaron los efectos de la diabetes en ASCs cultivadas en 

hipoxia, en relación a ASCs sanas también preacondicionadas en hipoxia (ASCs-DH vs. ASCs-

CH). Un resultado destacable es que dentro de los 12 términos más enriquecidos encontramos los 

términos "Glicoproteína" y "Glicosilación N-ligada", y del mismo modo la presencia del gen IL-

1R2 en diez de los términos más enriquecidos. Estos datos están en consonancia con las 

observaciones del tercer microarray, y vienen a confirmar la presencia de estas huellas 

moleculares en células diabéticas, incluso tras su preacondicionamiento en hipoxia.  

 Otro gen que presenta recurrencia dentro de los términos más enriquecidos es el FGFR4, 

gen codificante de la proteína glicosilada que se desempeña como el receptor 4 del factor de 

crecimiento fibroblástico (Fgfr4, Fibroblast Growth Factor Receptor 4) [134] cuya 
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sobreexpresión tiene un rol destacado en el metabolismo de la glucosa en células tumorales 

[135]. Considerando que las células troncales, al igual que las células tumorales, dependen 

principalmente de la glicolisis para la generación de energía [136, 137], el enriquecimiento de 

vías vinculadas con el FGFR4 sugeriría el rol de este gen con el metabolismo de la glucosa en 

ASCs-D. 

 Del estudio de enriquecimiento con la herramienta clusterProfiler solo se han obtenido 

resultados significativos en este cuarto análisis de microarray. Dentro de los términos más 

destacados, el denominado "Ribosoma" que se ha obtenido también entre los 12 términos más 

enriquecidos derivados del análisis realizado con la herramienta DAVID. De acuerdo con la 

bibliografía los niveles altos de glucosa promueven la biogénesis ribosomal, desencadenando el 

metabolismo de la síntesis proteica como la lamininaγ1 en células epiteliales glomerulares [138]. 

Este incremento genera un desbalance entre la síntesis y la degradación proteica capaz de 

producir cambios estructurales en la matriz mesangial renal en DM2 [139]. 

 En relación conlos términos infrarrepresentados del cuarto microarray, entre los 12 más 

destacados se encuentran tres relacionados con la regulación positiva de la expresión génica 

como son "Regulación positiva de la transcripción del promotor de la ARN polimerasa II", 

"Transcripción del promotor de la ARN polimerasa II" y " Regulación positiva de la expresión 

génica", además el gen NR4A1 se presenta en siete de los 12 términos más significativos. Dado 

que estos resultados son similares a los obtenidos en el tercer análisis de microarray, se puede 

sugerir que la diabetes no solo afecta a las ASCs a través del enriquecimiento de vías 

moleculares, sino también mediante la infrarrepresentación de las mismas. Yoo y colaboradores 

estudiaron el efecto de la hipoxia en el gen NR4A1 y observaron que cumplía un rol importante 

en la estabilización del HIF-1 [140]. Además, se ha descrito que la estabilidad y funcionamiento 

del HIF-1 puede ser alterada por la sobreproducción de anión superóxido y la acumulación de 

metabolitos glucolíticos en la diabetes [141]. En base a estas observaciones se puedesugerir que 

las ASCs-D responden a la hipoxia en menor gradoque las células derivadas de animales sanos. 

 Los resultados del análisis con el clusterProfiler para los DEGs subexpresados del cuarto 

microarray mostraron la infrarrepresentación del término "Infección por HTLV-1. El HTLV-1 es 

el agente responsable de la aparición de un tipo agresivo de leucemia/linfoma de células T en el 

adulto a través de la oncoproteína Tax que promueve la expresión de genes de diversas rutas 

moleculares. Una ruta de particular interés es la del factor nuclear kappa B (NF-κB, nuclear 

factor-kappa B), que es capaz de inducir la expresión de genes implicados en la proliferación, 

migración y angiogénesis en MSCs [142]. Min y colaboradores identificaron un elemento 
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sensible al Tax (TRE, Tax-responsive Element) dentro del promotor de la enzima óxido nítrico 

sintasa (NOS, Nitric Oxide Synthase) en células endoteliales sometidas a hipoxia que no estaban 

infectadas por el HTLV-1 [143]. Según estas observaciones, se puede afirmar que las MSCs 

podrían poseer en su genoma un gen TRE cuya expresión se vería alterada debido al estado de 

diabetes. 

 La construcción de la red PPI a partir de los DEGs sobreexpresados del cuarto microarray 

mostró que la interacción más significativa fue Rpl11-Rps5. El Rpl11 es una proteína ribosomal 

capaz de inducir la apoptosis cuando se asocia en estado libre con el MDM2, dando lugar a la 

estabilización y activación de p53. Por su acción proapoptótica se considera al eje Rpl11-

MDM2-p53 como un protector de la estabilidad genómica frente a una amplia variedad de 

factores inductores de estrés celular y de alteraciones en la biogénesis ribosomal [144-146]. No 

se han encontrado estudios que relacionen la proteína Rpl11 con la diabetes, sin embargo, a la 

vista de los resultados presentados la hiperglicemia podría ser un inductor del estrés celular y de 

alteraciones de la biogénesis ribosomal provocando que las ASCs sean más susceptibles a sufrir 

apoptosis. 

 La red de interacciones proteicas derivadas de los DEGs subexpresados del cuarto 

microarray reveló que la interacción entre Kdr-Vegfa alcanzó la mayor significación. En la 

literatura científica está ampliamente descrito que el eje ligando/receptor Kdr-Vegfa constituye 

la interacción más importante en la vía del VEGF, siendo capaz de regular la proliferación 

celular, migración celular y la formación de nuevos vasos [147]. Este resultado evidencia una 

vez más las profundas alteraciones celulares provocadas por la diabetes como la reducción de la 

capacidad angiogénica de las ASCs diabéticas. 

 Una visión general y conjunta del estudio molecular revela que los resultados obtenidos 

del cuarto microarray (ASCs-DH vs. ASCs-CH) además de identificar una mayor cantidad de 

DEGs, de términos enriquecidos o infrarrepresentados y de interacciones proteicas, también 

arroja valores más significativos que los otros tres análisis de microarrays realizados. Por el 

contrario, los resultados del segundo microarray (ASCs-DH vs. ASCs-DN) mostraron una menor 

cantidad de DEGs generando un único resultado significativo tras el análisis bioinformático.  

 Sada y colaboradores, demostraron que la hiperglicemia genera hipoxia celular real a 

través del incremento del consumo mitocondrial de oxígeno y alteraciones en la función de la 

acuaporina 1 [148], proteína responsable del transporte de oxígeno [149]. Además, un estudio 

previo demostró que la hiperglicemia y la hipoxia tienen un efecto aditivo en el funcionamiento 
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celular [150]. Según estos resultados, sugerimos que el efecto aditivo entre la hiperglicemia y la 

hipoxia podría ser más dependiente de la hiperglicemia, y que esta interacción es la responsable 

de las grandes diferencias cuantitativas y cualitativas entre los resultados del cuarto y segundo 

microarray. No obstante, son necesarios más estudios para corroborar estas observaciones. 

 Para determinar el efecto de la hipoxia sobre la eficacia terapéutica de las ASCs 

analizadas en el estudio in vivo, se ha desarrollado un modelo experimental de ND mediante 

inducción con STZ. En la literatura existen varios modelos murinos para el estudio de la ND, 

ampliamente aceptados por la comunidad científica pues mimetizan en gran medida las 

características funcionales y morfológicas descritas en pacientes diagnosticados con ND [151-

153]. 

 En primera instancia los resultados del análisis de funcionalidad renal confirmaron de un 

modo significativo el incremento de los niveles de glucosa en sangre y de la excreción de 

albúmina en orina (ratio albúmina/creatinina) transcurridos 15 días desde la inyección de STZ en 

todas las ratas inducidas. Estos resultados ratifican el establecimiento de la diabetes en las ratas 

inducidas con STZ y además la presencia de daño renal incipiente y concuerdan, en parte, con la 

literatura revisada [43, 44, 49, 53, 151-153] según la cual se observa además un incremento de 

urea y creatinina en los modelos murinos de ND inducida con STZ [43, 44]. Las discrepancias 

observadas entre los resultados expuestos en la presente tesis y los disponibles en la literatura 

científica podrían deberse al tiempo que se ha considerado como inicio del daño renal en este 

estudio (15 días). Dado que según la literatura, los marcadores de función renal en sangre como 

el nitrógeno ureico (BUN, Blood Urea Nitrogen) y la creatinina solo se elevan significativamente 

después de un importante daño de la masa epitelial del riñón [154]. Estos estudios desarrollaron 

el modelo murino a lo largo de 63 y 112 días [43, 44] y cuantificaron los marcadores 

bioquímicos en sangre los días 42 y 84, respectivamente, tras la administración de STZ. Es 

importante destacar que en el trabajo desarrollado por Li y colaboradores [49] estos observan un 

incremento de los niveles de BUN después del día 14 de administración de STZ. La urea y el 

BUN son valores equivalentes para el estudio de la funcionalidad renal aunque no se presentan 

en la misma proporción en sangre [155]. 

 En la literatura publicada existe un gran número de estudios en los que se ha realizado la 

administración sistémica de MSCs derivadas de individuos sanos, cultivadas en condiciones 

estándar de normoxia como tratamiento para la ND, y se ha demostrado que este tratamiento 

incrementa la funcionalidad renal, identificada por la reducción de los niveles de parámetros 

bioquímicos en sangre y orina como la urea, creatinina y albúmina, respectivamente. Estos 
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estudios han señalado también que la administración de MSCs es capaz de reparar y reducir las 

alteraciones morfológicas del riñón propias de los modelos de ND [10, 43, 44, 49, 53]. 

Adicionalmente, se ha observado que el tratamiento celular produce la recuperación de la 

actividad pancreática reflejada en la reducción de los niveles de glucosa en sangre [10, 43]. 

Respecto a este último parámetro, en el presente trabajo se ha observado que todos los grupos de 

ratas han mantenido un incremento en los niveles de glucosa en sangre a lo largo de todo el 

estudio, observándose un mayor incremento en el grupo de ratas con ND inducida tratados con 

placebo respecto a las tratadas con ASCs. No obstante, esta diferencia no ha resultado 

estadísticamente significativa. Respecto al peso, los resultados muestranque las ratas con ND 

inducida presentan una reducción estadísticamente significativa del peso corporal en relación al 

grupo de ratas sanas, y además que las ratas con ND inducida tratadas con placebo parecen 

presentar un peso más reducido a lo largo de todo el estudio que las ratas con ND inducida 

tratadas con células, sin embargo, esta diferencia no ha resultado significativa en ninguno de los 

tiempos analizados. 

 Según la literatura publicada, la aplicación de MSCs en sujetos diabéticos es capaz de 

regular la concentración de glucosa en sangre a través de la regeneración de las células β del 

páncreas y de la reducción de la resistencia a la insulina. Un estudio publicado por Si y 

colaboradores, desarrollado en un modelo de ratas diabéticas tipo 2 inducidas por STZ y dieta 

alta en grasa, demostró que estos dos mecanismos inciden directamente en la reducción de los 

niveles de glucosa en sangre en etapas tempranas posteriores a la inducción de diabetes, sin 

embargo en etapas tardías (21 días después de la inducción) el único mecanismo presente en la 

regulación de la glucosa era el de la reducción de resistencia a la insulina mediante la 

restauración de la expresión de la proteína transportadora de glucosa tipo 4 (GLUT4, Glucose 

Transporter Type 4) en músculo esquelético y TA [156]. También se ha publicado que animales 

diabéticos inducidos por STZ presentan una reducción significativa en la ganancia del peso 

corporal pudiendo incluso presentar pérdida de mismo [151, 157, 158] y justifican esta reducción 

por la pérdida de masa muscular y de proteínas tisulares [157, 158]. Por tanto, la ausencia de 

ganancia de peso corporal por parte de las ratas inducidas con STZ en este estudio podría estar 

reflejando emaciación y pérdida del tejido muscular, reduciendo así la capacidad de respuesta del 

tejido muscular al efecto paracrino de las ASCs que favorecería el control de la resistencia a la 

insulina y como consecuencia la reducción de los niveles de glucosa en sangre. 

 Puesto que las nefronas son de origen mesenquimal [159], inicialmente, se pensaba que el 

principal efecto protector y reparador de las MSCs sobre el riñon era su capacidad de 
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diferenciación a células tubulares, reemplazando así a las células que presentaban algún daño. 

Sin embargo, actualmentese está considerando su actividad paracrina y de secreción de 

microvesiculas como los principales mecanismos responsables de su efecto renoprotector [160]. 

En ese contexto, cada vez más son los estudios que están utilizando algún derivado del cultivo de 

MSCs, como el medio condicionado (MC) o exosomas purificados, para el tratamiento de la ND 

[53, 161, 162]. En esta línea Jiang y colaboradores han demostrado que la administración de 

exosomas derivados de células similares a MSCs, aisladas de orina, reduce la expansión 

mesangial glomerular y los niveles de albúmina urinaria de ratas con ND inducida [161]. Estas 

observaciones son similares a las derivadas de otro estudio desarrollado en ratones por Nagaishi 

y colaboradores, donde además han observado una reducción del infiltrado inflamatorio en el 

tejido renal y han comparado el efecto terapéutico de BMMSCs y de su MC, encontrando 

resultados similares entre ambos tratamientos [53]. 

 En relación con la medición de los marcadores bioquímicos de funcionalidad renal es de 

destacar que nuestros resultados muestran un leve decremento neto, aunque no significativo, de 

los valores de glucosa y creatinina en sangre el día 45 respecto al día 30 para las ratas que 

recibieron como tratamiento células sanas preacondicionadas en hipoxia. Por otro lado, en seres 

humanos un signo casi patognomónico para el diagnóstico de la ND es la excreción anormal de 

albúmina con la orina [151]. Según los resultados de la presente tesis, las ratas inducidas con 

STZ presentaron una excreción significativa de albúmina en orina que fue sostenida durante todo 

el estudio y no fue modificada significativamente por ninguno de los tratamientos celulares 

administrados. Aunque, se observa también un decremento neto no significativo en la ratio 

albúmina/creatinina en los animales que recibieron células diabéticas preacondicionadas en 

hipoxia. Estos datos contrastan con los hallados en la bibliografía revisada, donde se ha 

demostrado que la mera infusión de MSCs sanas cultivadas en normoxia genera una reducción 

de los marcadores de daño renal en sangre y orina [43, 44, 49, 53] en modelos de ND. En este 

trabajo solo se ha observado una reducción de estos parámetros en el cálculo del decremento 

neto, respecto a otros estudios publicados [49, 53], sin embargo, con nuestros resultados se 

puede justificar el efecto beneficioso que la hipoxia induce sobre las células preacondicionadas 

cuando son administradas como tratamiento de la ND. 

 El desarrollo y evolución de la ND está fuertemente ligada con alteraciones morfológicas 

macro y microscópicas en el riñón [151, 163, 164], que incluso pueden anteceder a la aparición 

de manifestaciones clínicas propias de la ND [46, 165]. Se han descrito varios mecanismos 

fisiopatológicos implicados en el daño del tejido renal que generalmente son desencadenados por 
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la hiperglicemia. Concretamente, en la diabetes tipo 2, la hiperlipidemia y la resistencia a la 

insulina juegan un rol patogénico adicional. Entre estos mecanismos encontramos al incremento 

del estrés oxidativo, una elevada respuesta inflamatoria y una secreción aberrante de factores de 

crecimiento. La acumulación de matriz extracelular en el mesangio (expansión mesangial) es 

posiblemente el hallazgo histológico más frecuenteen la ND [164]. 

 En este trabajo se ha observado que las ratas con ND inducida tratadas con ASCs 

presentan un menor grado de daño en lesiones renales como la expansión mesangial, la presencia 

de microaneurismas, de necrosis tubular aguda y depósitos tubulares, cambio a células claras, 

engrosamiento de la membrana basal tubular y glomerulomegalia. Estos resultados están de 

acuerdo con derivados de estudios publicados en los que se ha demostrado que la infusión de 

MSCs provoca la restauración glomerular y del epitelio tubular [10, 43, 49, 53]. No obstante, es 

importante mencionar que en estos estudios se ha evaluado el efecto de la inyección de células 

derivadas de individuos sanos y expandidas en condiciones estándar de normoxia. 

 Como dato interesante, tras realizar una amplia búsqueda bibliográfica [152, 153, 163, 

164, 166-168], solo se ha encontrado un estudio que describió la presencia de células tubulares 

de aspecto claro en ratas diabéticas [169]. Además, dos trabajos publicados asociaron la 

aparición de células claras en glándulas ecrinas con la diabetes, identificadas mediante la tinción 

PAS [92, 170]. Uno de estos estudios, realizado por Signoretti y colaboradores, concluye que la 

apariencia clara de estas células es debida a la acumulación de glucógeno o lípidos en su 

citoplasma [92]. Actualmente se sabe que los riñones son importantes reguladores de la 

homeostasis de la glucosa en sangre, puesto que, además de su capacidad de reabsorción de la 

glucosa filtrada hacia el torrente sanguíneo, son capaces de sintetizar este monosacárido vía 

gluconeogénesis. De hecho, se estima que los riñones son responsables de aproximadamente el 

40% del total de la gluconeogénesis en el organismo. Lamentablemente, existe una gran 

acumulación de glucógeno en los riñones de individuos diabéticos que puede incluso provocar la 

muerte del paciente [171]. Sobre la base de estos datos se puede sugerir que esta lesión es al 

menos en parte causada por la acumulación de glucógeno en las células del parénquima renal y 

que puede representar otro signo de ND en modelos inducidos por STZ. 

 Otra lesión vinculada a la acumulación de glucógeno renal en la ND es la presencia de 

depósitos tubulares [166, 171], también conocidos en seres humanos como lesiones de Armanni-

Ebstein causados principalmente por hiperglicemias severas [166]. 
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 Lesiones renales también observadas en nuestro trabajo como la presencia de quistes 

tubulares, de fibrosis intersticial e infiltrado inflamatorio han mostrado un menor grado de daño 

en las ratas con ND inducida que recibieron alguno de los cuatro tratamientos celulares. Sin 

embargo, este descenso no es estadísticamente significativo respecto al grupo tratado con 

placebo pues solo hemos observado una reducción significativa en todas las lesiones analizadas 

del grupo de ratas con ND inducida tratadas con ASC-CH. 

 El hecho de que el preacondicionamiento en hipoxia genere un efecto positivo en la 

funcionalidad de las MSCs [94, 99] está produciendo un interés cada vez mayor para su 

aplicación en estudios preclínicos. Se ha reportado que la aplicación de ASCs preacondicionadas 

en hipoxia es altamente efectiva en el tratamiento de patologías isquémicas y alteraciones 

cartilaginosas [59]. Recientemente, Kojima y colaboradores, en un modelo murino de cirrosis 

hepática, han demostrado que la aplicación de MSCs obtenidas de la médula ósea cultivadas a 

5% O2 produce un mejor resultado terapéutico que aquellas cultivadas en normoxia [172]. 

 Otros estudios han evaluado los efectos en el tratamiento de daño renal agudo de las 

ASCs preacondicionadas en hipoxia bajo concentraciones de oxígeno entre 0.5% y 1%. Estos 

ensayos preclínicos concluyen  que el preacondicionamiento en hipoxia mejora sustancialmente 

la capacidad terapéutica de las ASCs en relación a sus controles cultivados en normoxia, 

mediante el incremento de la expresión de VEGF [173, 174] y de sus propiedades antioxidantes, 

antiapoptóticas y angiogénicas [174]. Un trabajo reciente de Ishiuchi y colaboradores 

desarrollado en un modelo con características de enfermedad renal crónica demuestra que MSCs 

derivadas de médula ósea cultivadas a una concentración de O2 del 1% induce una mayor 

reducción de la inflamación y fibrosis renal, en comparación con MSCs cultivadas en normoxia 

[175]. 

 Estos trabajos van en línea con los resultados expuestos en este trabado donde se ha 

demostrado una cierta superioridad terapéutica de las ASCs-C preacondicionadas en hipoxia, 

respecto al resto de tratamientos celulares administrados, en la reducción de las lesiones de 

cambio a células claras, EMBT, glomerulomegalia e infiltrado inflamatorio y en la recuperación 

de los niveles en sangre de los parámetros bioquímicos analizados, aunque en estos últimos las 

diferencias no han sido estadísticamente significativas. 

 Es de destacar que las ASCs-D preacondicionadas en hipoxia mostraron una ventaja 

terapéutica significativa respecto a sus pares cultivadas en normoxia en la reducción de los 

quistes tubulares. No obstante, esta población celular fue menos eficaz que las células sanas 
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preacondicionadas en hipoxia para reducir la glomerulomegalia, la fibrosis intersticial y el 

infiltrado inflamatorio. 

 En nuestro estudio hemos observado que las ASCs-DN reducen más eficazmente la 

lesión renal de los depósitos tubulares que las ASCs-DH. Este resultado puede justificarse, en 

parte, afirmando que la interacción hipoxia/hiperglicemia incrementa el metabolismo celular de 

la glucosa por la vía del sorbitol [150] favoreciendo la acumulación intracelular del sorbitol y la 

fructosa [176]. 

 Aunque se han propuesto a las alteraciones en las células mesangiales y podocitos como 

principales mediadores en la patogenia de la ND, se ha observado que los daños en la 

microvasculatura dependientes de la diabetes también tienen un rol importante en su progresión 

[177]. Se ha reportado que uno de los mecanismos nefroprotectores de las ASCs consiste en la 

preservación de la densidad vascular renal [160, 178]. Nuestros resultados in vitro a nivel celular 

y molecular han demostrado que el preacondicionamiento en hipoxia mejora significativamente 

las cualidades angiogénicas de las ASCs sanas y diabéticas. En ese contexto, los resultados de la 

presente tesis sugieren que la ventaja terapéutica propuesta por su modelo, y observada en las 

células tras su preacondicionamiento en hipoxia, se debe en parte al incremento de su capacidad 

angiogénica. 

 Por otro lado, con el análisis de los microarrays hemos demostrado que las ASCs-D 

preacondicionadas en hipoxia presentan un enriquecimiento de términos vinculados con la 

glicosilación, incluido el gen que expresa la proteína glicosilada IL-1R2 regulador negativo de la 

vía de la IL-1 [125] que mejora las cualidades antiinflamatorias de las MSCs [126, 127]. Estos 

datos concuerdan con los derivados del nuestro análisis semicuantitativo histopatológico en el 

que hemos observado que el tejido renal derivado de ratas con ND inducida y tratadas con ASCs 

diabéticas preacondicionadas en hipoxia presentan un menor grado de reducción del infiltrado 

inflamatorio y la fibrosis intersticial respecto al tejido renal derivado de ratas ND tratadas con 

ASCs de donantes sanos preacondicionadas en hipoxia. 

 Están ampliamente descritas, y ya hemos discutido, las importantes alteraciones 

provocadas por la diabetes en la funcionalidad de las MSCs [10, 54-57]. Sin embargo, aún es 

muy reducido el número de estudios publicados que han analizado la restauración de las 

alteraciones funcionales presentadas por MSCs causadas por la diabetes [56, 100, 101, 179]. En 

un estudio in vitro realizado por Khan y colaboradores en el que han evaluado el efecto del 

preacondicionamiento celular con factores de crecimiento demostraron que las BMMSCs 
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derivadas de ratones diabéticos cultivadas con un suplemento de FGF-2 e IGF-1 presentaban un 

incremento en su tasa de proliferación celular y de su expresión de proteínas de supervivencia 

respecto a las cultivadas sin esos factores. Sin embargo, este incremento no llegó a ser 

comparable con el mostrado por células derivadas de ratones sanos [101]. En otro estudio 

publicado se ha analizado el efecto de la oxitocina sobre las BMMSCs diabéticas en un modelo 

de murino de infarto agudo de miocardio y se ha revelado que las células sometidas a esta 

estrategia de preacondicionamiento reducen la fibrosis ventricular en un nivel casi equiparable al 

de las células sanas [179]. Finalmente, Nagaishi y colaboradores han observado que el cultivo de 

BMMSCs suplementado con factores de crecimiento, matrices extracelulares y exosomas 

derivados del cordón umbilical poseen la capacidad de reducir ciertas alteraciones morfológicas 

propias de la ND de forma similar a las células sanas [56].  

 Sobre la base de los resultados de este estudio y de la literatura discutida podemos 

concluir que a pesar de la mejora observada en las ASCs diabéticas preacondicionadas en 

hipoxia, este método de preacondicionamiento parece ser insuficiente para restaurar su 

funcionalidad y efecto terapéutico en el modelo de ND desarrollado en la presente tesis.  

 No son muchos los estudios que han evaluado el efecto terapéutico de las MSCs 

diabéticas in vivo, como el estudio clínico desarrollado en pacientes diabéticos por Gu y 

colaboradores, quienes analizaron la efectividad del trasplante autólogo de MSCs en paciente 

con retinopatía diabética (RD) y han demostrado que la administración de este tipo celular es 

segura y eficaz para el tratamiento de la RD. Sin embargo, una limitación de este estudio, 

respecto al presente trabajo, es que Gu y colaboradores no analizaron el efecto de las células 

derivadas de donantes sanos [180].  

 Como comentario general en relación al estudio in vivo desarrollado, destacar el diferente 

grado de mejoría observado en las distintas lesiones analizadas dentro de un mismo grupo 

experimental de tratamiento. En la literatura científica, se ha reportado la existencia de diferentes 

subpoblaciones de MSCs dentro de una colonia derivada de una única célula, considerándose a 

esta heterogeneidad celular como un proceso inevitable, incluso después de la purificación de 

una sola subpoblación. Además, a pesar de que estas diferentes subpoblaciones de MSCs 

comparten un mismo inmunofenotipo, sí muestran importantes diferencias funcionales a nivel de 

la secreción paracrina y de expresión génica; cambios que pueden tener una directa implicación 

en sus efectos terapéuticos. Aún no se conoce con certeza la causa principal que da origen esta 

heterogeneidad en los cultivos de MSCs, no obstante, se sugiere que están implicados varios 

factores como la densidad de cultivo, el inicio de un proceso de diferenciación espontánea y la 
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división desigual de las proteínas durante la mitosis [181]. Basados en estas observaciones se 

podría sugerir que las condiciones de cultivo generadas en este trabajo sumado a las posibles 

pequeñas variaciones en la densidad de cultivo en uno u otro momento en el proceso de 

expansión celular podrían haber estimulado o inhibido la prosperidad de alguna o algunas 

subpoblaciones de ASCs por encima de otras. Subpoblaciones que podrían haber tenido alguna 

variación en su efecto terapéutico sobre las lesiones morfológicas renales, lo que se vería 

reflejado en las variaciones del efecto de las diferentes ASCs de este estudio sobre las lesiones 

morfológicas. 

 En el presente estudio es importante destacar la ausencia de mejora de los parámetros 

bioquímicos analizados, en particular el de la excreción de albúmina en orina posterior al 

tratamiento con ASCs pese a una reducción ostensible de las lesiones renales a nivel 

anatomopatológico. Según un estudio realizado por Comai y colaboradores [165], las 

alteraciones morfológicas en la ND preceden a las manifestaciones clínicas  que la caracterizan, 

tal el caso de la excreción de albúmina en orina, motivo que provoca su diagnóstico tardío. En 

ese contexto se sugiere que al igual que hay una asimetría en el desarrollo de las manifestaciones 

clínicas y anatomopatológicas en el desarrollo de la ND, podría también existir un proceso 

similar en la regeneración renal, es decir que el tratamiento con ASCs en primera instancia 

produjera mejoras en la morfología renal que posteriormente se reflejarían en la estabilización de 

los valores bioquímicos de funcionalidad renal. 

 Finalmente, el intenso daño renal causado por la diabetes en nuestro modelo también se 

ha observado en el análisis ultraestructural realizado en el tejido renal en el cual hemos 

identificado lesiones que definen a la ND como la expansión mesangial, microaneurismas, NTA 

e infiltrado inflamatorio. Según la literatura revisada, la expansión mesangial constituye una de 

las características más destacables para la identificación de la ND por microscopia electrónica 

[163, 164, 182], además de ser una lesión característica de la glomeruloesclerosis diabética 

[182]. Por otro lado, las prolongaciones que emergen de los podocitos (pedicelos) en el riñón 

normal al entrecruzarse con pedicelos de células adyacentes forman una barrera física que evita 

la excreción proteica [183, 184]. Como consecuencia de la diabetes, los pedicelos suelen 

retraerse, ensancharse y acortarse, lo que da como resultado la perdida de esta barrera física y la 

excreción de proteínas por la orina [184]. Además, el estudio de microscopía electrónica llevado 

a cabo en este trabajo ha mostrado una evidente pérdida pedicelar en las muestras de tejido de 

renal derivadas de ratas con ND que recibieron placebo como tratamiento. Estos resultados 

además de poner de manifiesto el intenso daño renal presente en las ratas que no recibieron 



Discusión  Tesis doctoral 

136 

tratamiento celular, podría explicar, al menos en parte, la presencia de albúmina en la orina de 

las ratas incluidas en nuestro modelo experimental de ND. 
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CONCLUSIONES 

 

 Observando los resultados obtenidos en nuestro estudio, se puede concluir que: 

 1. Las ASCs derivadas de ratas sanas y diabéticas preacondicionadas en hipoxia son 

similares a las cultivadas en normoxia en cuanto a fenotipo celular, potencial de diferenciación, 

duplicación de la población celular y capacidad de migración a VEGF, SDF-1 y EPO. 

 2. La secreción de los factores tróficos estudiados por parte de las ASCs se ve afectada 

por la diabetes, y el precondicionamiento en hipoxia no produce cambios significativos 

importantes en la capacidad secretora de ASC diabéticas ni en las procedentes de ratas sanas. 

 3. La capacidad angiogénica in vitro de las ASCs procedentes de ratas diabéticas es 

inferior a la de las ASCs procedentes de rata sanas. El preacondicionamieto en hipoxia aumenta 

la capacidad angiogénica de ambas, pero sin llegar a normalizarla en el caso de ratas diabéticas 

en relación con las ASCs de ratas sanas. Estos efectos son causados, en parte, por la estimulación 

o inhibición, mediados por la hipoxia y la diabetes, de vías moleculares proangiogénicas como 

las relacionadas con la mebrana celular. Este efecto también podría deberse a la implicación de 

genes como el NR4A1 y a la actividad e interaccción de proteínas tales como Abcc9-Kcnj8, 

Ntrk1-Adora2a y Kdr-Vegfa. 

 4. El número de genes expresados diferencialmente por ASCs diabéticas y no-diabéticas 

se ve incrementado mediante el precondicionamiento en hipoxia que simula las condiciones 

fisiológicas, y por tanto es orientativo de las profundas diferencias en la expresión génica en 

ASCs inducidas por la diabetes. 

 5. La inyección intravenosa de ASCs derivadas de ratas sanas preacondicionadas en 

hipoxia mejora de un modo significativo todas las lesiones histopatológicas de daño renal 

producido por la nefropatía diabética en comparación con las ratas tratadas con placebo. 

 6. En el modelo de nefropatía diabética estudiado estos cambios morfológicos no se 

traducen en mejora significativa de la función renal, aunque el grupo de ratas tratado con ASCs 

derivadas de ratas sanas y preacondicionadas en hipoxia parece presentar un menor incremento 

en los niveles de urea y una mayor reducción de los niveles de creatinina en sangre al final del 

estudio, respecto al resto de grupos de ratas tratados con ASCs. 
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 7. Considerados de forma global, nuestros resultados permiten concluir que la hipoxia es 

un método valioso para revelar las profundas alteraciones provocadas por la diabetes en las 

ASCs, y que la administración de ASCs obtenidas de ratas sanas preacondicionadas en hipoxia 

muestran una clara ventaja terapéutica en la nefropatía diabética, lo que hace cuestionable el uso 

autólogo de este tipo celular en terapias celulares dirigidas a esta patología. 
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CONCLUSIONS 

 

 Observing the results obtained in our study, it can be concluded that: 

 1. The hypoxia-preconditioned ASCs isolated from healthy and diabetic rats are similar to 

those cultured in standard conditions on the subject of cellular phenotype, differentiation 

potential, population doubling and migration capacity towards VEGF, SDF-1 and EPO.  

 2.  The secretion of the studied growth factors by ASCs is affected diabetes, and hypoxia 

preconditioning does not produce significant changes in the secretory capacity of diabetic ASCs 

or those isolated from healthy rats. 

 3. The in vitro angiogenic capacity of diabetic ASCs is lower than that of ASCs isolated 

from healthy rats. The hypoxia preconditioning enhances the angiogenic capacity of both healthy 

and diabetic ASCs, however without normalizing it in the case of diabetic ASCsin relation to 

ASCs isolated from healthy rats. These effects are caused, in part, by the stimulation or 

inhibition provoked by hypoxia and diabetes of proangiogenic molecular pathways such as those 

linked to cell membrane. This effect could also be mediated by genes for instance NR4A1, as 

well as, the activity and interaction of proteins such as Abcc9-Kcnj8, Ntrk1-Adora2a y Kdr-

Vegfa. 

 4. The number of differentially expressed genes by diabetic and non-diabetic ASCs is 

increased by hypoxia preconditioning which mimics physiological conditions, and is therefore an 

indicative of profound diabetes-induced differences in gene expression profile of ASCs. 

 5. Intravenous administration of hypoxia-preconditioned ASCs derived from healthy rats 

reduces significantly all renal histophatological lesions produced by diabetes nephropathy in 

relation to rats treated with placebo. 

 6. In the diabetic nephropathy model studied, the morphological changes do not translate 

into a significant improvement of renal function, although the group of rats treated with hypoxia-

preconditioned ASCs derived from healthy rats appears to present a lower increase of blood urea 

levels and a higher reduction of blood creatinine levels at the end of the study, compared to the 

rest of groups of rats treated with ASCs. 
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 7. Taken as a whole, our results allow us to conclude that hypoxia is a valuable method 

for revealing the profound alterations caused by diabetes in ASCs, and that the administration of 

hypoxia preconditioned ASCs obtained from healthy rats shows a clear therapeutic advantage in 

diabetic nephropathy which makes the autologous use of this cell type in cell therapies aimed at 

diabetic nephropathy questionable. 
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ANEXO 1 

 
 Graphs, charts and tables of results. 

 
1. In vitro results 

1.1 Phenotypic characterization of ASCs 

 

Table 3. Phenotype of ASCs-derived from healthy (C) and diabetic (D) rats cultured under standard (N) or 
hypoxic (H) conditions (p=ns): Data represents mean ± SEM. 

1.2. Functional characterization of ASCs 

 
Figure 9. Adipocytes and osteoblast differentiation of ASCs X200. 
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1.3. Cell Growth: Population Doubling (PD) 

 

 

Figure 10. Cell growth of ASCs-derived from healthy (ASCs-C) and diabetic (ASCs-D) rats cultured under 
standard (N) or hypoxic (H) conditions: P-values ≥0.05 (ns). Data represents mean±SEM. 

 
 

1.4. Angiogenesis assay 

 

  

Figure 11. Quantification of tube-like structures of ASCs-derived from healthy (ASCs-C) and diabetic (ASCs-
D) rats cultured under standard (N) or hypoxic (H) conditions: *p≤0.01 vs. ASCs-CH. ‡p≤0.05 vs. ASCs-CN. 
†p≤0.05 vs. ASCs-DH. #p≤0.01 vs. ASCs-DN. Data represents mean±SEM. 
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Figure 12. Representative images of tube-like structures obtained from all experimental groups X200.  

 

1.5. Quantification of cytokines in cell culture supernatants 

  

Figure 13. VEGF quantification in supernatant of ASCs-derived from healthy (ASCs-C) and diabetic (ASCs-
D) rats cultured under standard (N) or hypoxic (H) conditions: ASCs-CH vs. ASCs-DH (**p≤0.01). The rest of 
p-values ≥0.05 (ns). Data represents mean±SEM. 
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Figure 14. IL-6 quantification in supernatant of ASCs-derived from healthy (ASCs-C) and diabetic (ASCs-D) 
rats cultured under standard (N) or hypoxic (H) conditions: ASCs-CN vs. ASCs-DN (**p≤0.01), ASCs-CH vs. 
ASCs-DH (**p≤0.01). The rest of p-values ≥0.05 (ns). Data represents mean ± SEM. 

  

 

 

Figure 15. EGF quantification in supernatant of ASCs-derived from healthy (ASCs-C) and diabetic (ASCs-D) 
rats cultured under standard (N) or hypoxic (H) conditions: ASCs-CN vs. ASCs-DN (*p≤0.05). The rest of p-
values ≥0.05 (ns). Data represents mean±SEM.  
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Figure 16. HGF, IDO and IGF-1 quantification in supernatant of ASCs-derived from healthy (ASCs-C) and 
diabetic (ASCs-D) rats cultured under standard (N) or hypoxic (H) conditions: P-values ≥0.05 (ns). Data 
represents mean±SEM. 

 

Table 4. Paracrine secretion assay:Data represents mean±SEM. 
# P versus ASCs-Control Hypoxia (ASCs-CH). 
† P versus ASCs-Control Normoxia (ASCs-CN). 
The rest of p-values ≥0.05 (ns). 
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1.6. Migration assay 

  

 

Figure 17. VEGF migration assay of ASCs-derived from healthy (ASCs-C) and diabetic (ASCs-D) rats 
cultured under standard (N) or hypoxic (H) conditions: The bars represent the increase(1) of migration capacity 
of ASCs. (1)Increase=the difference between the percentage of ASCs which migrated without stimulation (control 
wells) and the percentage of ASCs which migrated with VEGF stimulation (experiment well). P-values ≥0.05 (ns). 
Data represents mean±SEM. 

 

  

 

Figure 18. SDF-1 migration assay of ASCs-derived from healthy (ASCs-C) and diabetic (ASCs-D) rats 
cultured under standard (N) or hypoxic (H) conditions: The bars represent the increase(1) of migration capacity 
of ASCs. (1)Increase=the difference between the percentage of ASCs which migrated without stimulation (control 
wells) and the percentage of  ASCs which migrated with SDF-1 stimulation (experiment well). ASCs-CH vs. ASCs-
DH (*p≤0.05). The rest of p-values ≥0.05 (ns). Data represents mean±SEM.  
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Figure 19. EPO migration assay of ASCs-derived from healthy (ASCs-C) and diabetic (ASCs-D) rats cultured 
under standard (N) or hypoxic (H) conditions: The bars represent the increase(1) of migration capacity of ASCs. 
(1)Increase=the difference between the percentage of ASCs which migrated without stimulation (control wells) and 
the percentage of  ASCs which migrated with EPO stimulation (experiment well). P-values ≥0.05 (ns). Data 
represents mean±SEM. 

 

Table 5. Migration assay: *p≤0.05 vs. ASCs-CH. The rest of p-values ≥0.05 (ns). Data represents mean±SEM. 
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1.7. Molecular pathways and bioinformatics study 

1.7.1. Global gene-expression profile and identification of DEGs 

  

 

 

 

Figure 20. Global Gene Expression: Total Number of Differential Expression Genes (DEGs) identified in each 
compared group to microarray analyze. Group 1 (ASCs-CH vs. ASCs-CN), Group 2 (ASCs-DH vs. ASCs-DN), 
Group 3 (ASCs-DN vs. ASCs-CN), Group 4 (ASCs-DH vs. ASCs-CH). 
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1.7.2. Enrichment analysis and PPI construction  

A.- Results of group 1 (ASCs-CH vs. ASCs-CN) 

a) Enrichment analysis using DAVID bioinformatics resource 

 
 
Table 6.Significant overrepresented terms  for microarray compared group 1: (ASCs-CH vs. ASCs-CN): 
UP_KEYWORDS= UniProt. 
GOTERM_CC_DIRECT= Gene Ontology, Cellular component. 
INTERPRO=InterPro.   

 

 

Table 7. Significant underrepresented terms for microarray compared group 1 (ASCs-CH vs. ASCs-CN): 
GOTERM_CC_DIRECT= Gene Ontology, Cellular component. 
GOTERM_BP_DIRECT= Gene Ontology, Biological processes. 
GOTERM_MF_DIRECT=Gene Ontology, Molecular function. 
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b) Enrichment analysis using clusterProfiler 

 This study did not show any significant result. 

c) PPI construction 

  

Figure 21. Networking analysis of Protein-Protein Interaction (PPI) of microarray group 1 (ASCs-CH vs. 
ASCs-CN): A, B.- The PPI network of up- and down-regulated DEGs, respectively. The color of the line represents 
action types and the line configuration indicates molecular action. 

B.- Results of group 2 (ASCs-DH vs. ASCs-DN) 

a) Enrichment analysis using DAVID bioinformatics resource 

 This study did not show any significant result. 

b) Enrichment analysis using clusterProfiler 

 This study did not show any significant result. 
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c) PPI construction 

  

 

 

 

 

Figure 22. Networking analysis of Protein-Protein Interaction (PPI) of microarray group 2 (ASCs-DH vs. 
ASCs-DN): The PPI network of up-regulated DEGs. The color of the line represents action types and the line 
configuration indicates molecular action. 
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C.- Results of group 3 (ASCs-DN vs. ASCs-CN) 

a) Enrichment analysis using DAVID bioinformatics resource 

  

Table 8. Top 12 significant overrepresented terms for microarray compared group 3 (ASCs-DN vs. ASCs-
CN): 
UP_KEYWORDS= UniProt; 
GOTERM_CC_DIRECT=  Gene Ontology, Cellular component.  
GOTERM_BP_DIRECT= Gene Ontology, Biological processes.  
INTERPRO=InterPro; 
UP_SEQ_FEATURE=Uniprot; 
KEGG_PATHWAY= KEGG pathway database.  
SMART= SMART database.  
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Table 9. Top 12 significant underrepresented terms for microarray compared group 3 (ASCs-DN vs. ASCs-
CN): 
UP_KEYWORDS= UniProt; 
GOTERM_BP_DIRECT= Gene Ontology, Biological processes.  
INTERPRO=InterPro; 
GOTERM_MF_DIRECT=  Gene Ontology, Molecular function.   
UP_SEQ_FEATURE=Uniprot; 
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b) Enrichment analysis using clusterProfiler 

 This study do not show any significant result. 

c) PPI construction 

 

 

 

Figure 23. Networking analysis of Protein-Protein Interaction (PPI) of microarray group 3 (ASCs-DN vs. 
ASCs-CN): A, B,- The PPI network of up- and down-regulated DEGs, respectively. The color of the line represents 
action types and the line configuration indicates molecular action. 
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D.- Results of  group 4 (ASCs-DH vs. ASCs-CH) 

a) Enrichment analysis using DAVID bioinformatics resource 

 

 

Table 10. Top 12 significant overrepresented terms for microarray compared group 4 ASCs-DH vs. ASCs-
CH: 
UP_SEQ_FEATURE=Uniprot. 
KEGG_PATHWAY= Base de datos KEGG 
UP_KEYWORDS= UniProt; 
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Table 11. Top 12 significant underrepresented terms for microarray compared group 4 ASCs-DH vs. ASCs-
CH: 
UP_KEYWORDS= UniProt; 
INTERPRO=InterPro; 
GOTERM_MF_DIRECT=  Gene Ontology, Molecular Function;  
GOTERM_BP_DIRECT= Gene Ontology, Biological process; 
GOTERM_CC_DIRECT=  Gene Ontology, Cellular Component; 
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b) Enrichment analysis using clusterProfiler 

  

 

Figure 24. KEGG pathways analysis using clusterProfiler: The dot charts stand for the enriched pathways for 
up-regulated (A) and down-regulated (B) DEGs in the microarray study group 4 (ASCs-DH vs. ASCs-CH), 
respectively. The dot size is according to the number of genes linked with its respective pathway. The Benjamini-
Hochberg (BH) adjusted p-values were arranged from less (blue) to more (red) significant. 
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c) PPI construction 

Figure 25. Networking analysis of Protein-Protein Interaction (PPI) of microarray group 4 (ASCs-DH vs. 
ASCs-CH): A, B.- The PPI network of up- and down-regulated DEGs, respectively.The most significant protein 
interaction of each group is shown in the box. The color of the line represents action types and the line configuration 
indicates the molecular action. 
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2. In vivo  results 

2.1. Body weight (BW) and biochemical analysis 

 

Figure 26. Body weight and blood glucose on days 15, 30 y 45: A.- Body weight: C+P vs. DN+P, DN+ASCs-
CN, DN+ASCs-CH, DN+ASCs-DN and DN+ASCs-DH (*p≤0.05). B.- Blood glucose:C+P vs. DN+P, ND+ASCs-
CN, DN+ASCs-CH, DN+ASCs-DN and DN+ASCs-DH (***p≤0.001). The rest of p-values ≥0.05 (ns). Data 
represents mean±SEM.  
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Figure 27. Blood urea and creatinine on days 15, 30 y 45: A.- Urea: P-values ≥0.05 (ns). B.- Creatinine: P-
values ≥0.05 (ns). Data represents mean±SEM. 
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Figure 28. The net increase/decrease of biochemical markers in serum: A.- Blood glucose on day 30 compared 
to day 15 and on day 45 compared to day 30. B.- Blood urea on day 30 compared to day 15 and on day 45 compared 
to day 30. C.- Blood creatinine on day 30 compared to day 15 and on day 45 compared to day 30. P-values ≥0.05 
(ns). Data represents mean±SEM. 
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Figure 29. Urine biochemical markers: A.- Albumin/creatinine ratio on days 15, 30 and 45: ***p≤0.001 vs. 

DN+P, DN+ASCs-CN, DN+ASCs-CH, DN+ASCs-DN and DN+ASCs-DH. B.- The net increase/decrease of 
albumin/creatinine ratio: P-values ≥0.05 (ns). Data represents mean±SEM. 
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Table 12. Values obtained of body weight and biochemical markers on day 0, 15, 30 and 45: Body weight: 
*p≤0.05 vs. DN+P, DN+ASCs-CN, DN+ASCs-CH, DN+ASCs-DN, DN+ASCs-DH. Blood glucose: ***p≤0.001 
vs. DN+P, DN+ASCs-CN, DN+ASCs-CH, DN+ASCs-DN, DN+ASCs-DH. Albumin/creatinine ratio: 
***p≤0.001 vs. DN+P, DN+ASCs-CN, DN+ASCs-CH, DN+ASCs-DN, DN+ASCs-DH. The rest of p-values ≥0.05 
(ns). Data represents mean±SEM. 
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Table 13. Values obtained of quantification of the net increase/decrease of biochemical markers: P-values 
≥0.05. Data represents mean±SEM. 
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2.2. Semiquantitative morphological study  

 

Figure 30. Renal morphology of control rats in H&E and PAS X200: No lesions were observed.  

 

Figure 31. Renal morphology of diabetic nephropathy (DN) rats in H&E and PAS X200: H&E: Intense 
inflammatory infiltrate (white circles); PAS: Clear cell changes (black asterisks), Signs of acute tubular necrosis 
(ATN) (black arrows), mesangial expansion (white arrow), capillary dilatation (black angular arrow).  
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Figure 32. Semiquantitative morphological analysis of renal tissue: A.- Mesangial expansion. B.- 
Mesangiolysis. C.- Microaneurisms. D.- Glomerulomegaly. E.- Signs of acute tubular necrosis (ATN). F.-
Tubular eosinophilic deposits. G.- Clear cell changes. H.- Thickening of tubular basement membrane 
(TTBM). I.- Tubular cysts. J.- Interstitial fibrosis. K.- Inflammatory infiltrate. 1. C+V, 2. DN+V, 3. 
DN+ASCs-CN, 4. DN+ASCs-CH, 5. DN+ASCs-DN, 6. DN+ASCs-DH. p≤0.05(*), p≤0.01(**) and p≤0.001(***). 
The rest of p-values ≥0.05 (ns). Data represents mean±SEM. 
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Figure 33. A.- Mesangial expansion lesion of a DN+ASCs-CN sample in PAS X200: White arrows. B.- 
Mesangiolysis of a DN+ASCs-CN sample in PAS X200: Loss of mesangial cells and dissolution of mesangial 
matrix (black asterisk). C.- Microaneurysm lesion of a DN+ASCs-CN sample in PAS X400: Black arrow. D.-
Glomerulomegaly lesion of DN+ASCs-DN sample in H&E X200: Scale 50µm. 
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Figure 34. A.- Signs of acute tubular Necrosis (ATN) lesion of DN+ASCs-CN sample in PAS X200: Loss of 
brush border (black arrows), dilatation of tubular lumens (black asterisks) and flattening of epithelium (white 
arrows). B.- Tubular eosinophilic deposit lesion of DN+ASCs-DN sample in PAS X400: Black arrows. C.- Clear 
cell changes lesion of DN+ASCs-CN sample in PAS X200: Cells which possess clear cytoplasm and well-defined 
cell plasma membrane (black arrows). D.- Thickening of tubular basement membrane (TTBM) lesion of 
DN+ASCs-CN sample in PAS X400: Black arrows.  
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Figure 35. A.- Tubular cysts lesions of DN+ASCs-SH sample in H&E X200: Black asterisks. B.- Interstitial 
fibrosis lesion of DN+ASCs-CN sample in PAS X200: Black arrow. C.- Inflammatory infiltrate lesion of 
DN+ASCs-DN sample in H&E X200: White circles. 
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Table 14. The semiquantitative morphological analysis: Acute tubular necrosis (ATN), Thickening of tubular 
basement membrane (TTBM). Data represents mean±SEM. 
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2.3. Ultrastructure of renal tissue 

  

  

Figure 36. Ultrastructure of healthy renal tissue (C+P): A.- Optical microscopy: No alterations in renal 
morphology in PAS staining X200. B.- Transmission electron microscopy: X1,500. Podocyte (P), Tubular cell 
(TC), Endothelial cell (EC), Glomerulus (G), Bowman's space (BS), Mesangium (Me).  

 

Figure 37. Ultrastructure of DN renal tissue: A.- Optical microscopy ND rat glomerulus (DN+P) in PAS 
staining X400. B.- Transmission electron microscopy: X8,000. Pedicels (Pe), Segmental foot process effacement 
(SFPE), Fenestrated endothelium (FE), Glomerular capillary (GC), Erythrocyte (E).  
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Figure 38. Ultrastructure of mesangial expansion in ND rat: A.- Optical microscopy: DN rat glomerulus 
(DN+P) in PAS staining X200. B.- Transmission electron microscopy: X9,000. Mesangial cell nucleus (MCN), 
Mesangial expansion (ME). 

 

Figure 39. Ultrastructure of microaneurysm in ND rat: A.- Optical microscopy: DN rat glomerulus 
(DN+ASCs-CH) in PAS staining X400. B.- Transmission electron microscopy: X8,000. Microaneurysm (M), 
Erythrocyte (E), Glomerular capillary (GC). 
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Figure 40. Ultrastructure of acute tubular necrosis (ATN) in DN rat: A.- Optical microscopy: Renal tubules 
DN rat (DN+ASCs-CN) in PAS staining X200. B.- Transmission electron microscopy: X6,900. Tubular cell (TC), 
Tubular lumen (TL).  

 

Figure 41. Ultrastructure of inflammatory infiltrate in ND rat (ND+ASCs-DN): A.- Optical microscopy: 
Inflammatory infiltrate DN rat (DN+ASCs-DN) in H&E staining X200. B.- Transmission electron microscopy: 
X15,000. Inflammatory cell (IC). 
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ANEXO 2 

 
 Lista de genes por término enriquecido o infrarrepresentado 

1. Términos enriquecidos grupo 1 (ASCs-CH vs. ASCs-CN). 
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2. Términos infrarrepresentados grupo 1 (ASCs-CH vs. ASCs-CN). 
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3. Los 12 términos más enriquecidos grupo 3 (ASCs-DN vs. ASCs-CN). 
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4. Los 12 términos más infrarrepresentados grupo 3 (ASCs-DN vs. ASCs-CN). 
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5. Los 12 términos más enriquecidos grupo 4 (ASCs-DH vs. ASCs-CH). 
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Continuación. 
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Continuación. 
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6. Los 12 términos más infrarrepresentados grupo 4 (ASCs-DH vs. ASCs-CH). 
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Continuación. 
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Continuación. 
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ANEXO 3 

 

1. Interacciones proteicas obtenidas con los DEGs sobreexpresados del grupo 1 (ASCs-CH vs. 

ASCs-CN). 
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2. Las 25 interacciones proteicas más significativas obtenidas con los DEGs subexpresados del 

grupo 1 (ASCs-CH vs. ASCs-CN). 
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3. Interacciones proteicas obtenidas con los DEGs sobreexpresados del grupo 2 (ASCs-DH vs. 

ASCs-DN). 
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4.  Interacciones proteicas obtenidas con los DEGs sobreexpresados del grupo 3 (ASCs-DN vs. 

ASCs-CN). 

 

 

5. Interacciones proteicas obtenidas con los DEGs subexpresados grupo 3 (ASCs-DN vs. ASCs-

CN). 
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6. Las 25 interacciones proteicas más significativas obtenidas con los DEGs sobreexpresados del 

grupo 4 (ASCs-DH vs. ASCs-CH). 
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7. Las 25 interacciones proteicas más significativas obtenidas con los DEGs subexpresados del 

grupo 4 (ASCs-DH vs. ASCs-CH). 
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ANEXO 4 
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