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Figura	
  46:	
  Detección	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  LacZ	
  mediante	
  tinción	
  de	
  β-­galactosidasa	
  in	
  toto	
  en	
  los	
  tumores	
  TE671-­

LoxP/LacZ	
  de	
   los	
  animales	
  que	
  recibieron	
  una	
   inyección	
   intravenosa	
  de	
  BMhMSCs-­Cre.	
   Los	
  animales	
  del	
  grupo	
  

ensayo	
  fueron	
  sacrificados	
  tras	
  una	
  semana	
  (d27),	
  dos	
  semanas	
  (d34)	
  y	
  tres	
  semanas	
  (d41)	
  de	
  la	
  administración	
  de	
  las	
  

BMhMSCs-­‐Cre.	
   Las	
  muestras	
   fueron	
   procesadas	
   por	
   tinción	
   con	
   hematoxilina-­‐eosina	
   y	
   β-­‐galactosidasa.	
   La	
   coloración	
  

azul	
  intenso	
  indicó	
  expresión	
  de	
  LacZ.	
  [A]	
  Imágenes	
  de	
  grupo	
  AdCre	
  administradas	
  intratumoralmente	
  a	
  d27(100x);	
  [B]	
  	
  

Imágenes	
   de	
   la	
   expresión	
   endógena	
   de	
   LacZ	
   en	
   el	
   estómago	
   a	
   d27(200x);	
   [C]	
   Imágenes	
   de	
   grupo	
   control	
   (50x);	
   [D]	
  

Imágenes	
  de	
  grupo	
  ensayo	
  BMhMSCs-­‐Cre	
  a	
  d27	
   (50x);	
   [E]	
   Imágenes	
  de	
  grupo	
  ensayo	
  BMhMSCs-­‐Cre	
  a	
  d34	
   (50x);	
   [F]	
  

Imágenes	
  de	
  grupo	
  ensayo	
  BMhMSCs-­‐Cre	
  a	
  d41	
  (50x).	
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En	
  la	
  figura	
  46	
  se	
  muestran	
  las	
  imágenes	
  tras	
  la	
  tinción	
  de	
  β-­‐galactosidasa	
  en	
  los	
  

tumores.	
  	
  En	
  las	
  imagenes	
  obtenidas	
  del	
  grupo	
  de	
  animales	
  que	
  recibieron	
  la	
  inyección	
  

intratumoral	
  108	
  pFUs	
  de	
  AdCre,	
  pudo	
  observarse	
  coloración	
  azul	
   intensa	
  debida	
  a	
   la	
  

expresión	
  de	
   LacZ	
   en	
   las	
   células	
  TE671-­‐LoxP/LacZ	
   tras	
   la	
   escisión	
  de	
   la	
   región	
   loxP-­‐

STOP-­‐loxP.	
   También	
  pudo	
   observarse	
   expresión	
   de	
   LacZ	
   en	
   la	
  muestra	
   del	
   estómago	
  

debida	
  a	
  la	
  expresión	
  endógena.	
  No	
  se	
  detectó	
  señal	
  en	
  los	
  tumores	
  del	
  grupo	
  control.	
  	
  

Finalmente,	
   en	
   ninguno	
   de	
   los	
   tumores	
   de	
   los	
   animales	
   del	
   grupo	
   que	
   recibieron	
   la	
  

administración	
  intravenosa	
  de	
  BMhMSCs-­‐Cre	
  fue	
  detectada	
  expresión	
  de	
  LacZ.	
  	
  

Para	
   comprobar	
   que	
   los	
   resultados	
   negativos	
   en	
   la	
   expresión	
   de	
   LacZ,	
   no	
   fue	
  

debida	
   a	
   la	
   incapacidad	
  de	
   las	
  BMhMSCs-­‐Cre	
  de	
  migrar	
  hacia	
   las	
   zonas	
   tumorales,	
   se	
  

analizó	
   la	
  expresión	
  de	
  Cre	
  mediante	
   (RT)-­‐PCR.	
  Para	
  ello	
  cuando	
   los	
  animales	
   fueron	
  

sacrificados,	
  de	
  una	
  muestra	
  de	
  los	
  tumores	
  se	
  extrajo	
  el	
  ARN.	
  Como	
  muestra	
  la	
  figura	
  

47,	
   la	
   expresión	
   de	
   Cre	
   fue	
   detectada	
   en	
   el	
   grupo	
   de	
   animales	
   que	
   recibieron	
   la	
  

inyección	
   intratumoral	
  de	
  AdCre,	
  confirmando	
   los	
  resultados	
  obtenidos	
  con	
   la	
   tinción	
  

de	
   β-­‐galactosidasa.	
   Sin	
   embargo,	
   en	
   las	
   muestras	
   analizadas	
   de	
   los	
   tumores	
   de	
   los	
  

animales	
  del	
  grupo	
  BMhMSCs-­‐Cre,	
  pudo	
  detectarse	
  expresión	
  de	
  Cre	
  en	
  el	
  33%	
  de	
  los	
  

animales	
  sacrificados	
  en	
  la	
  primera	
  semana	
  y	
  el	
  66%	
  en	
  los	
  sacrificados	
  en	
  la	
  segunda	
  	
  

y	
  tercera	
  semana,	
  aunque	
  con	
  diferencias	
  en	
  la	
  intensidad	
  de	
  la	
  banda.	
  Estas	
  diferencias	
  

pudieron	
  ser	
  debidas	
  al	
  trozo	
  de	
  muestra	
  utilizado	
  para	
  extraer	
  ARN,	
  a	
  la	
  distribución	
  

de	
   las	
   BMhMSCs-­‐Cre	
   en	
   el	
   tumor	
   o	
   a	
   la	
   expresión	
   de	
   forma	
   episomal	
   de	
   Cre.	
   No	
   se	
  

detectó	
  ninguna	
  señal	
  en	
  los	
  tumores	
  de	
  los	
  animales	
  control.	
  Los	
  resultados	
  obtenidos	
  

demostraron	
  que	
  tras	
  la	
  migración	
  e	
  injerto	
  de	
  las	
  BMhMSCs-­‐Cre	
  en	
  la	
  zona	
  del	
  tumor,	
  

no	
  se	
  dio	
  ningún	
  evento	
  de	
  fusión	
  entre	
  las	
  células	
  tumorales	
  y	
  las	
  BMhMSCs.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
  47:	
  Detección de la expresión de Cre mediante (RT)-PCR en los tumores de los animales que recibieron una 

inyección intravenosa de BMhMSCs-Cre. Los animales del grupo ensayo fueron sacrificados tras	
  una	
  semana	
  (d27),	
  dos	
  

semanas	
   (d34)	
   y	
   tres	
   semanas	
   (d41)	
  de	
   la	
   administración	
  de	
   las	
  BMhMSCs-­‐Cre	
  y el ARN fue extraído de los tumores. 

Como control positivo fue utilizado los tumores que recibieron una inyección intratumoral de AdCre (AdCre). Como control 

negativo fue empleado ARN de tumores de los animales control (Tumor). Como control de carga se utilizó el GAPDH. 	
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4.3.4.	
  Diferenciación	
  en	
  los	
  tumores	
  tras	
  el	
  establecimiento	
  de	
  las	
  MSCs	
  

Siguiendo	
  con	
  el	
  estudio	
  de	
  los	
  sucesos	
  que	
  se	
  dan	
  en	
  el	
  microambiente	
  tumoral,	
  

una	
  vez	
  que	
  las	
  MSCs	
  han	
  migrado	
  y	
  se	
  han	
  establecido,	
  se	
  analizaron	
  por	
  tinción	
  con	
  

hematoxilina-­‐eosina	
   los	
   cortes	
   de	
   los	
   tumores	
   de	
   los	
   animales	
   del	
   experimento	
   de	
  

nanoSPECT-­‐CT.	
   En	
   estos	
   animales,	
   cuando	
   los	
   tumores	
   subcutáneos	
   de	
   células	
   HeLa	
  

alcanzaron	
   el	
   tamaño	
  deseado,	
   los	
   animales	
   fueron	
   separados	
   aleatoriamente	
   en	
   seis	
  

grupos	
  ensayo:	
  grupo	
  BMhMSCs-­‐hNIS	
   (n=4),	
  grupo	
  hASCs-­‐hNIS	
   (n=4),	
  grupo	
  hEESCs-­‐

hNIS	
   (n=4),	
   grupo	
   hESSCss-­‐hNIS	
   (n=4),	
   grupo	
   hAMCs-­‐hNIS	
   (n=4),	
   grupo	
   hiPSCs-­‐hNIS	
  

(n=4);	
   y	
   un	
   grupo	
   control	
   (n=4).	
   Los	
   animales	
   de	
   cada	
   grupo	
   ensayo	
   recibieron	
  

inyecciones	
  intravenosas	
  en	
  la	
  vena	
  lateral	
  de	
  la	
  cola	
  de	
  106	
  células	
  de	
  cada	
  una	
  de	
  las	
  

líneas	
  de	
  hMSCs	
   infectadas	
  previamente	
   con	
  un	
  AdhNIS	
  a	
  500MOIs.	
   Los	
  animales	
  del	
  

grupo	
  control	
  recibieron	
  una	
  inyección	
  intravenosa	
  de	
  200μl	
  de	
  PBS.	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
  48:	
  Detección	
  de	
  zonas	
  óseas	
  en	
  tumores	
  HeLa	
  de	
  animales	
  que	
  recibieron	
  una	
  inyección	
  intravenosa	
  de	
  

hAMCs,	
   hEESCs	
   y	
   hiPSCs.	
   Los	
   animales	
   del	
   grupo	
   ensayo	
   hMSCs-­‐hNIS	
   del	
   experimento	
   de	
   nanoSPECT-­‐CT	
   fueron	
  

sacrificados	
  tras	
  la	
  adquisición	
  del	
  d24	
  y	
  una	
  muestra	
  de	
  los	
  tumores	
  fue	
  utilizada	
  para	
  tinción	
  con	
  hematoxilina-­‐eosina.	
  

[A]	
  Imágenes	
  de	
  grupo	
  hAMCS-­‐hNIS	
  a	
  d24	
  (100x);	
  [B]	
  Imágenes	
  de	
  grupo	
  hEESCs-­‐hNIS	
  a	
  d24	
  (100x);	
  [C]	
  Imágenes	
  de	
  

grupo	
  hiPSCs-­‐hNIS	
  a	
  d24	
  (100x).	
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Como	
  muestran	
   las	
   imagénes	
  de	
   la	
   figura	
  48,	
   se	
  detectaron	
   formaciones	
  óseas	
  

en	
   los	
   tumores	
   de	
   los	
   grupos	
   ensayo	
   hAMSCs,	
   hEESCs	
   y	
   hiPSCs,	
   demostrando	
   que	
   la	
  

presencia	
  de	
  estas	
  MSCs	
  pueden	
  promover	
  la	
  diferenciación	
  como	
  consecuencia	
  de	
  las	
  

condiciones	
   encontradas	
   en	
   el	
   microambiente	
   tumoral.	
   No	
   se	
   encontró	
   ninguna	
  

formación	
  ósea	
  en	
  el	
  resto	
  de	
  grupos	
  ensayo	
  BMhMSCs,	
  hASCs	
  y	
  hESSCs,	
  ni	
  en	
  el	
  grupo	
  

control.	
  	
  

	
  

4.4.	
   Aumento	
   de	
   la	
   transferencia	
   génica	
   mediante	
   infección	
   con	
   vectores	
  

adenovirales	
  en	
  células	
  CAR	
  negativas	
  

Actualmente,	
   los	
   vectores	
   virales	
  más	
   empleados	
   en	
   aplicaciones	
   terapeúticas	
  

son	
  adenovirus.	
   Sin	
   embargo,	
   existen	
   limitaciones	
  en	
  el	
  uso	
  de	
  estos	
  vectores	
  debido	
  

principalmente	
   a	
   que	
   la	
   expresión	
   del	
   receptor	
   CAR	
   en	
   las	
   células	
   determina	
   su	
  

tropismo.	
  En	
  caso	
  de	
  algunos	
  tipos	
  celulares,	
  la	
  eficacia	
  de	
  la	
  infección	
  es	
  baja	
  debida	
  a	
  

la	
   escasa	
   o	
   a	
   la	
   expresión	
   nula	
   de	
   CAR.	
   La	
  modificación	
   de	
   las	
   proteínas	
   de	
   la	
   fibra,	
  

añadiendo	
  distintos	
  péptidos,	
  ha	
  sido	
  una	
  estrategia	
  empleada	
  con	
  éxito	
  para	
  aumentar	
  

la	
  eficacia	
  de	
  la	
  infección.	
  	
  Con	
  el	
  objetivo	
  de	
  mejorar	
  las	
  eficiencias	
  de	
  la	
  transferencia	
  

génica	
   en	
   mBMSCs	
   mediante	
   el	
   uso	
   de	
   vectores	
   adenovirales	
   convencionales	
   sin	
  

necesidad	
  de	
  modificación	
  genética,	
  estudiamos	
  la	
  posibilidad	
  de	
  utilizar	
  un	
  compuesto	
  

comercial,	
  un	
  derivado	
  de	
  poletilenimina	
  conjugado	
  con	
  el	
  péptido	
  RGD	
  (PEI-­‐RGD).	
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Figura	
   49:	
   Transferencia	
   génica	
   mediante	
   transfección	
   adenoviral	
   usando	
   un	
   derivado	
   de	
   poletilenimina	
  

conjugado	
  con	
  el	
  péptido	
  RGD	
  (PEI-­RGD).	
  [A]	
  La	
  entrada	
  en	
  células	
  CAR+	
  es	
  iniciada	
  por	
  la	
  interacción	
  de	
  la	
  fibra	
  con	
  

el	
  receptor	
  CAR.	
  Esta	
  unión	
  permite	
  una	
  segunda	
  interacción	
  del	
  péptido	
  RGD	
  (Arg-­‐Gly-­‐Asp)	
  con	
  diferentes	
  integrinas,	
  

como	
  αvβ5,	
  αvβ3,	
  α5β1	
  y	
  αvβ1,	
  ayudando	
  a	
  la	
  internalización	
  del	
  adenovirus	
  en	
  el	
  interior	
  celular.	
  [B]	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  células	
  

CAR-­‐,	
   la	
  internalización	
  es	
  mediada	
  solo	
  vía	
  integrinas.	
  Por	
  lo	
  que	
  las	
  eficiencias	
  en	
  la	
  internalización	
  de	
  adenovirus,	
  y	
  

por	
   tanto,	
   de	
   la	
   transferencia	
   génica,	
   disminuyen	
   de	
   forma	
   importante.	
   Para	
   mejorar	
   este	
   proceso,	
   empleamos	
   un	
  

derivado	
  de	
  poletilenimina	
  conjugado	
  con	
  el	
  péptido	
  RGD	
  (PEI-­‐RGD)	
  para	
  transfectar	
  el	
  adenovirus	
  al	
  interior	
  celular.	
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4.4.1.	
  Mejora	
  de	
  la	
  transferencia	
  génica	
  empleando	
  vectores	
  adenoviral	
  

Como	
  previamente	
  fue	
  comprobado	
  en	
  el	
  apartado	
  4.1.2.,	
  las	
  mBMSc	
  presentan	
  

escasa	
  expresión	
  de	
   receptor	
  CAR	
  en	
   su	
   superficie.	
  De	
  ahí,	
   la	
  necesidad	
  de	
  encontrar	
  

alguna	
   estrategia	
   para	
   aumentar	
   la	
   eficacia	
   de	
   la	
   transferencia	
   génica	
   con	
   vectores	
  

adenovirales.	
   Para	
   ello,	
   fue	
   evaluada	
   la	
   transferencia	
   génica	
   mediante	
   el	
   uso	
   de	
   un	
  

AdGFP	
   y	
   el	
   uso	
   de	
   tres	
   estrategias	
   diferentes	
   de	
   transfección.	
   A	
   las	
   dosis	
   ensayadas	
  

según	
  las	
  indicaciones	
  comerciales,	
  no	
  fue	
  detectada	
  ninguna	
  toxicidad	
  derivada	
  de	
  los	
  

compuestos	
  comerciales	
  (Effectene	
  Transfection	
  Reagent®,	
  jetPEI™	
  y	
  jetPEI™-­‐RGD).	
  	
  

Los	
   resultados	
   fueron	
   mostrados	
   mediante	
   microscopía	
   de	
   fluorescencia,	
  

citometría	
   de	
   flujo	
   y	
  western-­blot.	
   Como	
   control	
   se	
   realizaron	
   infecciones	
   del	
   AdGFP	
  

solo.	
   In	
   vitro,	
   el	
   aumento	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
  GFP	
   con	
   cada	
   una	
   de	
   las	
   estrategias	
   fue	
  

mayor	
   comparado	
   con	
   la	
   expresión	
   de	
   GFP	
   con	
   el	
   control.	
   Los	
   mayores	
   niveles	
   de	
  

expresión	
   fueron	
  obtenidos	
  cuando	
   la	
   transferencia	
  del	
  AdGFP	
  se	
   realizó	
  mediante	
   la	
  

formación	
  del	
  complejo	
  AdGFP/PEI-­‐RGD.	
  

En	
  la	
  figura	
  50A,	
  se	
  muestran	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  por	
  citometría	
  de	
  flujo	
  48	
  

horas	
   después	
   de	
   la	
   transferencia	
   del	
   AdGFP	
   a	
   250	
   MOIs	
   con	
   cada	
   una	
   de	
   las	
  

estrategias.	
   Mediante	
   la	
   transferencia	
   o	
   “transfección”	
   con	
   el	
   complejo	
   AdGFP/PEI-­‐

RGD,	
  el	
  99,03%	
  de	
  las	
  células	
  mostraron	
  expresión	
  de	
  GFP,	
  comparado	
  con	
  el	
  72,96%	
  	
  y	
  

25,83%	
  obtenido	
   con	
   los	
   complejos	
  AdGFP/PEI	
   y	
   AdGFP/Effectene,	
   respectivamente.	
  

Tan	
   solo	
   un	
   1,55%	
  de	
   células	
  mostraron	
   expresión	
   de	
  GFP	
   cuando	
   fueron	
   infectadas	
  

con	
   el	
   AdGFP.	
   Las	
   imágenes	
   obtenidas	
   por	
   western-­blot	
   y	
   por	
   microscopía	
   de	
  

fluorescencia	
  se	
  muestran	
  en	
  las	
  figuras	
  50B	
  y	
  50C,	
  respectivamente.	
  En	
  ambos	
  casos,	
  

las	
   diferencias	
   en	
   los	
   niveles	
   de	
   expresión	
   de	
   GFP	
   entre	
   las	
   distintas	
   estrategias	
   se	
  

observaron	
   claramente.	
   Los	
   resultados	
   mostraron	
   un	
   incremento	
   de	
   64	
   veces	
   los	
  

niveles	
  de	
  transferencia	
  génica	
  mediante	
  el	
  uso	
  de	
  complejos	
  de	
  AdGFP	
  y	
  derivados	
  de	
  

poletilenimina	
  conjugados	
  con	
  el	
  péptido	
  RGD	
  (PEI-­‐RGD)	
  en	
  su	
  superficie	
  comparado	
  

con	
  la	
  infección	
  con	
  el	
  AdGFP	
  solo.	
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Figura	
   50:	
   Análisis	
   de	
   los	
   niveles	
   de	
   expresión	
   de	
   GFP	
   en	
   las	
   mBMSCs	
   empleando	
   diferentes	
   estrategias	
   de	
  

transfección	
   adenoviral.	
   Se	
   utilizaron	
   tres	
   estrategias	
   para	
   la	
   transfección	
   de	
   un	
   AdGFP	
  mediante	
   la	
   formación	
   de	
  

distintos	
  complejos	
  (AdGFP/Effectene,	
  AdGFP/PEI	
  y	
  AdGFP/PEI-­‐RGD).	
  Como	
  control	
  se	
  utilizó	
  la	
  infección	
  de	
  un	
  AdGFP.	
  

[A]	
  Comparación	
  de	
  los	
  niveles	
  de	
  expresión	
  de	
  GFP	
  mediante	
  citometría	
  de	
  flujo	
  utilizando	
  los	
  diferentes	
  complejos	
  y	
  a	
  

un	
   título	
   adenoviral	
   de	
   250	
   MOIs.	
   [B]	
   Comparación	
   de	
   los	
   niveles	
   de	
   expresión	
   de	
   GFP	
   mediante	
   microscopía	
   de	
  

fluorescencia	
   utilizando	
   los	
   diferentes	
   complejos	
   y	
   una	
   concentración	
   adenoviral	
   de	
   250	
  MOIs.	
   Imágenes	
   a	
   10x.	
   [C]	
  

Comparación	
   de	
   los	
   niveles	
   de	
   expresión	
   de	
   GFP	
   mediante	
  western-­blot	
   utilizando	
   los	
   diferentes	
   complejos	
   y	
   	
   una	
  

concentración	
  adenoviral	
  de	
  250	
  y	
  400	
  MOIs.	
  

	
  

	
  

4.4.2.	
  Efecto	
  de	
  la	
  transferencia	
  adenoviral	
  mediante	
  los	
  complejos	
  Ad/PEI-­RGD	
  

sobre	
  el	
  fenotipo	
  de	
  las	
  mBMSCs	
  

Con	
   el	
   fin	
   de	
   estudiar	
   si	
   la	
   transfección	
   adenoviral	
   mediante	
   los	
   complejos	
  

Ad/PEI-­‐RGD	
  podría	
  afectar	
  de	
  algún	
  modo	
  al	
  fenotipo	
  de	
  las	
  mBMSCs,	
  y	
  modificar	
  sus	
  

características,	
   se	
   analizó	
   mediante	
   citometría	
   de	
   flujo	
   un	
   patrón	
   de	
   marcadores	
   de	
  

superficie	
   característico,	
   antes	
   y	
   24	
   horas	
   después	
   de	
   realizar	
   la	
   transfección	
  

adenoviral	
   a	
   600	
  MOIs	
   con	
  AdGFP/PEI-­‐RGD.	
   	
   Los	
  marcadores	
   de	
   superficie	
   positivos	
  

analizados	
  fueron	
  Sca-­‐1	
  y	
  CD73	
  y	
  los	
  marcadores	
  negativos	
  fueron	
  CD31	
  y	
  CD45.	
  	
  

En	
   los	
   resultados	
   obtenidos,	
   mostrados	
   en	
   la	
   tabla	
   11,	
   	
   no	
   se	
   observaron	
  

cambios	
   significativos	
   en	
   el	
   patrón	
   de	
   marcadores	
   de	
   superficie	
   analizados,	
  

demostrando	
  que	
  la	
  transfección	
  adenoviral	
  con	
  el	
  complejo	
  Ad/PEI-­‐RGD,	
  no	
  afecta	
  al	
  

fenotipo	
  de	
  las	
  células.	
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Tabla	
  11:	
  Análisis	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  los	
  marcadores	
  de	
  superficie	
  mediante	
  citometría	
  de	
  flujo	
  después	
  de	
  la	
  

transferencia	
   con	
   el	
   complejo	
   AdGFP/PEI-­RGD	
   en	
   mBMSCs.	
   	
   Los	
   resultados	
   se	
   compararon	
   con	
   los	
   niveles	
   de	
  

expresión	
  de	
  células	
  mBMSCs	
  control	
  sin	
   infectar.	
  Los	
  marcadores	
  positivos	
  analizados	
  fueron	
  Sca-­‐1	
  y	
  CD73	
  mientras	
  

que	
  los	
  marcadores	
  negativos	
  fueron	
  CD31	
  y	
  CD45.	
  	
  

	
  

	
  

4.4.3.	
   Efecto	
   terapéutico	
   in	
   vivo	
   tras	
   la	
   administración	
   del	
   radioisótopo	
   I131	
  

mediante	
  el	
  uso	
  de	
  los	
  complejos	
  Ad10/PEI-­RGD	
  en	
  un	
  modelo	
  de	
  tumor	
  

Ya	
   que	
   la	
   transferencia	
   adenoviral	
   mediante	
   los	
   complejos	
   Ad/PEI-­‐RGD	
   no	
  

provocó	
  cambios	
  significativos	
  en	
  el	
  patrón	
  de	
  marcadores	
  de	
  superficie,	
  se	
  estudió	
  si	
  

podría	
  afectar	
  a	
  la	
  funcionalidad	
  del	
  producto	
  génico	
  en	
  las	
  células.	
  Para	
  ello,	
  se	
  analizó	
  

el	
   efecto	
   terapéutico	
   en	
   tumores	
   de	
   animales	
   tratados	
   con	
   I131.	
   En	
   la	
   figura	
   51A	
   se	
  

indica	
  la	
  secuencia	
  temporal	
  seguida	
  durante	
  el	
  ensayo.	
  	
  

Cuando	
  los	
  tumores	
  subcutáneos	
  de	
  células	
  HeLa	
  alcanzaron	
  el	
  tamaño	
  deseado,	
  

aproximadamente	
   unos	
   50mm3,	
   los	
   animales	
   fueron	
   separados	
   aleatoriamente	
   en	
  

cuatro	
   grupos	
   (n=4).	
   Los	
   animales	
   del	
   primer	
   grupo	
   recibieron	
   una	
   injeccion	
  

intravenosa	
  de	
  106	
  mBMSCs,	
   infectados	
  de	
  forma	
  convencional	
  con	
  un	
  AdhNIS	
  (grupo	
  

mBMSCs-­‐AdhNIS).	
   Los	
   animales	
   del	
   segundo	
   grupo	
   recibieron	
   una	
   inyección	
  

intratumoral	
  de	
  	
  106	
  mBMSCs,	
  transfectados	
  mediante	
  los	
  complejos	
  AdhNIS/Effectene	
  

(grupo	
   mBMSCs-­‐AdhNIS/Effectene).	
   Los	
   animales	
   del	
   tercer	
   grupo	
   recibieron	
   una	
  

inyección	
   intratumoral	
   de	
   106	
   mBMSCs,	
   transfectados	
   mediante	
   los	
   complejos	
  

AdhNIS/PEI	
   (grupo	
  mBMSCs-­‐AdhNIS/PEI).	
   Por	
   último,	
   los	
   animales	
   del	
   cuarto	
   grupo	
  

recibieron	
   una	
   inyección	
   intratumoral	
   de	
   106	
   mBMSCs,	
   transfectados	
   mediante	
   los	
  

complejos	
  AdhNIS/PEI-­‐RGD	
  (grupo	
  mBMSCs-­‐AdhNIS/PEI-­‐RGD).	
  Todos	
  los	
  animales	
  de	
  

cada	
  grupo,	
  recibieron	
  una	
  posterior	
  inyección	
  intraperitoneal	
  de	
  una	
  dosis	
  de	
  2	
  mCi	
  de	
  



Resultados 

	
   147	
  

!"#$%%&'"(#)(*+,(-$.+/),(
0)12((

3#.&"&,-/2%&'"(&"-/2-$.+/2*(#)4((
(5(.678,53#9:!7((
5 (.678,53#9:!7;<=)%->)")(
5 (.678,53#9:!7;?<!(
5 (.678,53#9:!7;?<!5@AB(

72%/&C%&+(#)(*+,(2"&.2*),(#)(
D(/)%+>&#2(#)(.$),-/2,(

3#.&"&,-/2%&'"(
&"-/2E)/&-+")2*(#)((
F.8&(G(!HIHJ(:2!((

K/2-2.&)"-+(%+"(L(.>;*(#)(KM(
G15N/+,&"2J()"()*(2>$2(

!"#$%%%%%&%%%%'%%%%(%%%%)%%%%*%%%%+%%%%,%%%%-%%%%.%%%%/&%%%%//%%%%/'%%%%/(%%%%/)%%%%%%/*%%%%%%/+%%%%%%/,%%%%%%/-%%%%%%/.%%%%%%'&%%%%%%'/%%%%%%''%%%%%%'(%%%%%%')%%%%%%'*%%

7)>$&.&)"-+(#)*(-2.2O+(#)(*+,(-$.+/),(

I131.	
  Para	
  minimizar	
  el	
  daño	
  tiroideo,	
  7	
  días	
  antes	
  de	
  la	
  administración	
  del	
  radioisótopo,	
  

los	
  animales	
  se	
  trataron	
  con	
  	
  	
  L-­‐tirosina	
  (T4),	
  a	
  una	
  dosis	
  de	
  5mg/l	
  en	
  el	
  agua	
  durante	
  

una	
  semana.	
  	
  

En	
  la	
  figura	
  51B	
  se	
  muestra	
  el	
  patrón	
  de	
  crecimiento	
  de	
  los	
  tumores	
  seguido	
  en	
  

cada	
   grupo	
   de	
   animales.	
   Las	
   diferencias	
   en	
   los	
   tamaños	
   de	
   los	
   tumores	
   entre	
   los	
  

distintos	
  grupos	
  se	
  empezaron	
  a	
  observar	
  a	
  partir	
  del	
  día	
  17.	
  El	
  promedio	
  del	
  tamaño	
  

de	
   los	
   tumores	
   en	
   los	
   animales	
   del	
   grupo	
   mBMSCs-­‐AdhNIS/PEI-­‐RGD	
   fue	
   de	
  

65,40±8,74mm3,	
   frente	
  a	
   los	
   tamaños	
  observados	
  en	
   los	
  grupos	
  mBMSCs-­‐AdhNIS/PEI	
  

(93,60±17,38mm3),	
  mBMSCs-­‐AdhNIS/Effectene	
  (97,99±10,50mm3)	
  y	
  mBMSCs-­‐AdhNIS	
  

(101,39±20,59mm3)	
  en	
   los	
  que	
   se	
  obtuvieron	
  valores	
   similares.	
  Finalmente,	
   a	
  día	
  25,	
  

después	
  de	
  10	
  días	
  de	
  la	
  administración	
  del	
  radioisótopo,	
  los	
  tumores	
  de	
  los	
  animales	
  

del	
   grupo	
  mBMSCs-­‐AdhNIS/PEI-­‐RGD	
  mostrarón	
  un	
   tamaño	
   significativamente	
  menor	
  

que	
  el	
  resto	
  de	
  grupos	
  (99,58±15,83mm3),	
  demostrando	
  de	
  nuevo	
  que	
  el	
  empleo	
  de	
  los	
  

complejos	
  Ad/PEI-­‐RGD	
  aumenta	
  de	
  forma	
  significativa	
  la	
  eficiencia	
  en	
  la	
  transferencia	
  

génica	
  aumentando	
   los	
  niveles	
  de	
  expresión	
  de	
  hNIS	
  en	
   las	
   células	
   comparado	
  con	
  el	
  

resto	
   de	
   estratégias	
   y	
   con	
   la	
   infección	
   convencional.	
   Estos	
   resultados	
   también	
  

demuestran	
   que	
   la	
   utilización	
   de	
   los	
   complejos	
   Ad/PEI-­‐RGD,	
   además	
   de	
   lo	
  

anteriormente	
   indicado	
   sobre	
   su	
   fenotipo,	
   tampoco	
   afecta	
   a	
   la	
   funcionalidad	
   del	
  

producto	
   génico.	
   Los	
   tamaños	
   obtenidos	
   con	
   el	
   resto	
   de	
   estrategias	
   fueron	
   para	
   el	
  

grupo	
   mBMSCs-­‐AdhNIS/PEI	
   de	
   170,13±10,88mm3,	
   mBMSCs-­‐AdhNIS/Effectene	
  

de196,01±16,05mm3	
   y	
   mBMSCs-­‐AdhNIS	
   de	
   252,62±18,60mm3.	
   No	
   hubo	
   diferencias	
  

significativas	
  entre	
  estos	
  grupos.	
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Figura	
   51:	
   Efecto	
   en	
   el	
   tamaño	
   de	
   los	
   tumores	
   de	
   animales	
   que	
   recibieron	
   una	
   inyección	
   intravenosa	
   de	
  

mBMSCs	
   transfectadas	
   con	
   AdhNIS	
   mediante	
   diferentes	
   estrategias	
   y	
   tratamiento	
   con	
   I131.	
   [A]	
   Secuencia	
  

temporal	
   seguida	
  durante	
  el	
   ensayo	
  con	
   I131.	
  Aproximadamente	
  10	
  días	
   tras	
   la	
   inducción	
  de	
   los	
   tumores	
  HeLa,	
   se	
  

inyectaron	
   de	
   forma	
   intratumoral	
   las	
  mBMSCs	
   previamente	
   transfectadas	
  mediantes	
   diferentes	
   estrategias	
   (AdhNIS,	
  

AdhNIS/Effectene,	
   AdhNIS/PEI	
   y	
   AdhNIS/PEI-­‐RD).	
   	
   Entre	
   4-­‐7	
   días	
   antes	
   de	
   la	
   administración	
   del	
   radioisótopo,	
   los	
  

animales	
  fueron	
  tratados	
  con	
  una	
  dosis	
  	
  de	
  5mg/l	
  de	
  L-­‐tirosina	
  en	
  el	
  agua.	
  Transcurrido	
  ese	
  tiempo,	
  a	
  los	
  animales	
  de	
  

cada	
  grupo	
  les	
  	
  fue	
  administrada	
  de	
  forma	
  intraperitoneal	
  una	
  dosis	
  de	
  2	
  mCi	
  de	
  I131.	
  Durante	
  los	
  10	
  días	
  posteriores,	
  los	
  

tumores	
   fueron	
   medidos	
   cada	
   2-­‐3	
   días.	
   Finalmente,	
   los	
   animales	
   fueron	
   sacrificados	
   a	
   día	
   25.	
   [B]	
   Representación	
  

grafica	
  del	
  efecto	
  terapéutico	
  del	
  tratamiento	
  con	
  I131.	
  Cuando	
  los	
  tumores	
  alcanzaron	
  un	
  tamaño	
  de	
  unos	
  50	
  mm3,	
  

los	
   animales	
   recibieron	
   una	
   inyección	
   intratumoral	
   de	
   mBMSCs-­‐hNIS	
   (mBMSCs-­‐AdhNIS,	
   mBMSCs-­‐AdhNIS/Effectene,	
  

mBMSCs-­‐AdhNIS/PEI	
  o	
  mBMSCs-­‐AdhNIS/PEI-­‐RD)	
  (indicado	
  con	
   	
  ).	
  Cinco	
  días	
  después,	
  a	
  todos	
  los	
  animales	
  de	
  	
  cada	
  

grupo,	
   les	
   	
   fue	
   administrada	
   de	
   forma	
   intraperitoneal	
   una	
   dosis	
   de	
   2	
   mCi	
   de	
   I131	
   (indicado	
   con	
   	
   ).	
   El análisis 

estadístico fue realizado con el test Kolmogorov-Smirnov seguido del test Tukey HSD. (* p<0,05).	
  

	
  

	
  

	
  



	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

5.	
  DISCUSIÓN	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  



Discusión 

	
   151	
  

Actualmente,	
   entre	
   los	
   abordajes	
   clásicos	
   para	
   el	
   tratamiento	
   del	
   cáncer,	
   se	
  

incluyen	
   principalmente	
   cirugía,	
   radioterapia	
   y	
   quimioterapia.	
   Sin	
   embargo	
   estos	
  	
  

tratamientos	
  presentan	
  una	
   eficacia	
   limitada	
   y	
   los	
   esfuerzos	
   se	
   enfocan	
   en	
   encontrar	
  

terapias	
   alternativas	
   que	
   complementen	
   a	
   estos	
   tratamientos	
   mediante	
   diferentes	
  

estrategias	
   como	
   (i)	
   inducción	
   de	
   la	
   apoptosis	
   o	
   (ii)	
   superando	
   las	
   resistencias	
  

empleando	
   diferentes	
   drogas	
   dirigidas	
   a	
   las	
   células	
   tumorales	
   o	
   a	
   cualquier	
   otro	
  

elemento	
   del	
   estroma	
   tumoral	
   o	
   (iii)	
   estrategias	
   donde	
   se	
   combinen	
   el	
   uso	
   de	
   genes	
  

específicos	
   antitumorales	
   o	
   (iv)	
   el	
   uso	
   de	
   adenovirus	
   de	
   replicación	
   condicionada	
  	
  

(CRAds)	
   y	
   	
   (v)	
   el	
   empleo	
   de	
   vectores	
   que	
   se	
   dirijan	
   e	
   incorporen	
   directamente	
   en	
   el	
  

tumor	
  y	
  puedan	
  administrarse	
  eficazmente	
  de	
  forma	
  sistémica.	
  El	
  potencial	
  terapéutico	
  

que	
  poseen	
   	
   las	
  MSCs	
  para	
  migrar	
  de	
   forma	
  específica	
   a	
   zonas	
   tumorales	
   las	
  hace	
  un	
  

herramienta	
   ideal	
   para	
   su	
   utilización	
   como	
   vehículos	
   o	
   vectores	
   de	
   terapias	
  

antitumorales,	
  en	
  una	
  terapia	
  génica	
  y	
  celular	
  combinada.	
  

	
  

5.1.	
  Características	
  de	
  las	
  MSCs	
  

La	
   identificación	
   y	
   caracterización	
   de	
   las	
   MSCs	
   in	
   vivo	
   no	
   es	
   sólo	
   un	
   interés	
  

científico,	
  sino	
  un	
  requerimiento	
  regulatorio	
  que	
  deriva	
  de	
  su	
  potencial	
  en	
  el	
  empleo	
  en	
  

aplicaciones	
  clínicas	
  (L	
  Sensebé,	
  Krampera,	
  Schrezenmeier,	
  Bourin,	
  &	
  Giordano,	
  2010;	
  

Luc	
   Sensebé,	
   2008).	
   Debido	
   a	
   la	
   incapacidad	
   en	
   identificar	
   a	
   las	
   MSCs	
   de	
   forma	
  

inequívoca	
   y	
   distinguirlas	
   de	
   otros	
   tipos	
   celulares	
   mediante	
   un	
   único	
   marcador,	
   la	
  

identificación	
   recae	
   exclusivamente	
   en	
   el	
   análisis	
   in	
   vitro	
   de	
   las	
   poblaciones	
   que	
   son	
  

mantenidas	
  en	
  cultivo.	
  Las	
  diferencias	
  entre	
   las	
  condiciones	
  en	
   las	
  que	
  se	
  encuentran	
  

en	
   su	
   nicho	
   natural,	
   comparadas	
   con	
   las	
   condiciones	
   in	
   vitro,	
   podrían	
   alterar	
   sus	
  

características,	
  pudiendo	
  sufrir	
  cambios	
   fenotípicos	
  durante	
   la	
  manipulación	
  ex	
  vivo	
  y	
  

perder	
  la	
  expresión	
  de	
  algunos	
  marcadores	
  o	
  adquirir	
  otros	
  (Jones	
  et	
  al.,	
  2002).	
  	
  

Entre	
  los	
  criterios	
  utilizados	
  para	
  la	
  caracterización	
  de	
  las	
  MSCs,	
  y	
  siguiendo	
  las	
  

indicaciones	
   sobre	
   los	
   criterios	
   mínimos	
   que	
   definen	
   actualmente	
   a	
   las	
   hMSC,	
  

encontramos	
  pequeñas	
  diferencias	
  que	
  resaltan	
  que	
  esta	
  combinación	
  de	
  propiedades	
  

físicas,	
  fenotípicas	
  y	
  funcionales,	
  no	
  son	
  enteramente	
  válidas	
  entre	
  MSCs	
  de	
  diferentes	
  

especies,	
  ni	
  entre	
  MSCs	
  aisladas	
  de	
  diferentes	
  tejidos	
  dentro	
  de	
  una	
  misma	
  especie	
  (Jo,	
  

Ahn,	
  Kim,	
  Seong,	
  &	
  Lee,	
  2007;	
  Morikawa	
  et	
  al.,	
  2009).	
  

En	
  este	
  trabajo,	
   la	
  caracterización	
  de	
  las	
  MSCs	
  se	
  realizó,	
  tanto	
  de	
  las	
  mBMSCs	
  

como	
  de	
  cada	
  una	
  de	
  las	
  líneas	
  de	
  hMSCs,	
  siguiendo	
  las	
  indicaciones	
  sobre	
  los	
  criterios	
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mínimos	
  que	
  definen	
  actualmente	
  a	
  las	
  hMSCs.	
  Los	
  resultados	
  mostraron	
  que	
  cada	
  una	
  

de	
   las	
   líneas	
   de	
   MSCs	
   ensayadas	
   fueron	
   capaces	
   de	
   mantenerse	
   en	
   placas	
   cultivo,	
  

demostrando	
   su	
   capacidad	
  de	
   adherirse	
   al	
   plástico.	
   Sin	
   embargo,	
   las	
   líneas	
   hEESCs	
   y	
  

hESSCs	
  mostraron	
  una	
  menor	
  capacidad	
  para	
  adherirse	
  necesitando	
  un	
  pretratamiento	
  

con	
  gelatina	
  y	
  diferentes	
  condiciones	
  y	
  suplementos	
  en	
  el	
  medio	
  de	
  cultivo	
  (tabla	
  2).	
  

Por	
   otro	
   lado,	
   todas	
   las	
   líneas	
   de	
   hMSCs	
   mostraron	
   niveles	
   de	
   expresión	
  

similares	
  para	
  cada	
  marcador	
  analizado,	
  encontrándose	
  pequeñas	
  diferencias	
  en	
  varios	
  

marcadores	
   entre	
   las	
   diferentes	
   hMSCs.	
   	
   Nuestro	
   análisis	
   confirma	
   lo	
   descrito	
   por	
  

Fiorina	
  et	
  al.,	
  en	
  que	
   las	
  principales	
  variaciones	
  de	
  expresión	
  se	
  pueden	
  encontrar	
  en	
  

los	
  marcadores	
  CD34	
  y	
  CD105	
  (Fiorina	
  et	
  al.,	
  2009).	
  Los	
  niveles	
  de	
  expresión	
  de	
  CD105	
  

fueron	
   de	
   ≥99,2%	
   para	
   todas	
   las	
   hMSCs	
   excepto	
   en	
   las	
   hAMCs,	
   donde	
   los	
   niveles	
  

obtenidos	
  fueron	
  de	
  97,5%.	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  CD34,	
  los	
  valores	
  más	
  elevados	
  se	
  obtuvieron	
  

en	
  las	
  BMhMSCs	
  (6,5%	
  ),	
  mientras	
  que	
  en	
  el	
  resto	
  de	
  líneas	
  los	
  valores	
  fueron	
  ≤0,9%.	
  

Además,	
  también	
  encontramos	
  diferencias	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  CD45,	
  obteniendo	
  valores	
  

entre	
  el	
  19,1%	
  en	
  las	
  BMhMSCs	
  y	
  de	
  0,5%	
  en	
  las	
  	
  hEESCs.	
  	
  

Las	
  MSCs	
  presentan	
   la	
  habilidad	
  para	
  diferenciarse	
   in	
  vitro	
   a	
   células	
  del	
   linaje	
  

mesenquimal	
  bajo	
  los	
  estímulos	
  adecuados.	
  Sin	
  embargo,	
  existe	
  una	
  idea	
  creciente,	
  de	
  

que	
   las	
   poblaciones	
   de	
   MSCs	
   aisladas	
   de	
   diferentes	
   tejidos	
   son	
   heterogéneas	
   con	
  

variaciones	
   en	
   su	
   potencial	
   de	
   diferenciación.	
   Karystinou	
   et	
   al.,	
  mostraron	
   que	
  MSCs	
  

aisladas	
  de	
  líquido	
  sinovial	
  fueron	
  capaces	
  de	
  diferenciarse	
  a	
  osteocitos	
  y	
  condrocitos	
  

pero	
   sólo	
   un	
   30%	
   de	
   la	
   población	
   testada	
   fue	
   capaz	
   de	
   diferenciarse	
   a	
   adipocitos	
  

(Karystinou	
  et	
  al.,	
  2009).	
  

En	
  los	
  resultados	
  mostrados	
  en	
  la	
  figura	
  25,	
  	
  demostramos	
  que	
  todas	
  las	
  líneas	
  

de	
   hMSCs	
   ensayadas	
   fueron	
   capaces	
   de	
   diferenciarse	
   tanto	
   a	
   osteocitos	
   como	
   a	
  

adipocitos.	
   Sin	
   embargo,	
   se	
   observaron	
   algunas	
   diferencias	
   en	
   el	
   grado	
   de	
  

diferenciación	
   osteogénica,	
   ya	
   que	
   en	
   las	
   BMhMSCs	
   la	
   presencia	
   de	
   calcio	
   se	
   detectó	
  

prácticamente	
   por	
   toda	
   la	
   población	
   testada,	
  mientras	
   que	
   en	
   las	
   hASCs	
   y	
   hAMCs	
   se	
  

observaron	
   grandes	
   acúmulos	
   de	
   calcio	
   menos	
   homogéneos	
   repartidos	
   por	
   la	
  

población.	
  Estas	
  pequeñas	
  diferencias	
  pueden	
  ser	
  debidas	
  a	
  variaciones	
  dependientes	
  

del	
  origen	
  de	
  hMSCs.	
  

En	
   el	
   trabajo	
   de	
   Cervelló	
   et	
   al.,	
   del	
   grupo	
   del	
   Dr.	
   Carlos	
   Simón,	
   quienes	
  

amablemente	
  nos	
   cedieron	
   ambas	
   líneas	
  de	
  hMSCs	
  aisladas	
  de	
   endometrio,	
   observan	
  

mayor	
   capacidad	
   de	
   diferenciación	
   osteogénica	
   en	
   las	
   hEESCs,	
   mientras	
   que	
   en	
   la	
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diferenciación	
  adipogénica	
   los	
  resultados	
  son	
  similares	
  entre	
  ambas	
   líneas	
  de	
  células.	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

En	
  nuestros	
  resultados,	
  no	
  observamos	
  diferencias	
  (Cervelló	
  et	
  al.,	
  2011).	
  	
  

Bajo	
   las	
   condiciones	
   apropiadas,	
   las	
   MSCs	
   han	
   sido	
   capaces	
   de	
   diferenciarse	
  

también	
   a	
   otros	
   linajes	
   mesenquimales	
   como	
   miocitos	
   esqueléticos	
   y	
   tenocitos,	
   y	
  

también	
  se	
  ha	
  descrito	
   la	
   capacidad	
  de	
  diferenciar	
   in	
   vitro	
   a	
   las	
  MSCs	
  a	
   linajes	
  de	
   las	
  

tres	
  capas	
  embrionarias,	
  como	
  cardiomiocitos,	
  neuronas	
  y	
  astrocitos	
  (Beyer	
  Nardi	
  &	
  da	
  

Silva	
  Meirelles,	
  2006;	
  Bianco	
  &	
  Gehron	
  Robey,	
  2000;	
   Jori	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Pittenger	
  et	
  al.,	
  

1999;	
  Tokcaer-­‐Keskin	
  et	
  al.,	
  2009).	
  Bai	
  et	
  al.,	
  comparan	
  la	
  capacidad	
  de	
  diferenciación	
  a	
  

cardiomiocitos	
  de	
  las	
  hMSCs	
  aisladas	
  de	
  líquido	
  amniótico	
  y	
  de	
  la	
  gelatina	
  Wharton	
  del	
  

cordón	
   umbilical.	
   Tras	
   la	
   diferenciación,	
   se	
   analizaron	
   por	
   qPCR	
   los	
   niveles	
   de	
  

expresión	
  de	
  genes	
  típicos	
  de	
  cardiomiocitos	
  (GATA-­‐4,	
  cTnT,	
  Cx43	
  y	
  α-­‐actina),	
  aunque	
  

ambos	
   tipos	
   celulares	
   fueron	
   capaces	
   de	
   diferenciarse,	
   la	
   expresión	
   de	
   los	
   genes	
   fue	
  

menor	
   en	
   el	
   caso	
   de	
   las	
   células	
   aisladas	
   de	
   la	
   gelatina	
  Wharton.	
   También	
   indicaron	
  

diferencias	
  en	
  la	
  capacidad	
  de	
  adherencia	
  a	
  la	
  placa	
  de	
  las	
  hMSCs	
  aisladas	
  de	
  la	
  gelatina	
  

Wharton,	
  siendo	
  2	
  veces	
  menor	
  que	
  en	
  las	
  hMSCs	
  aisladas	
  de	
  líquido	
  amniótico	
  (Bai	
  et	
  

al.,	
  2012).	
  

Hay	
  pocos	
  datos	
  disponibles	
   sobre	
   la	
  existencia	
  de	
  nichos	
  de	
  MSCs	
   in	
  vivo	
  (da	
  

Silva	
  Meirelles,	
  Caplan,	
  &	
  Nardi,	
  2008),	
  	
  sugiriendo	
  una	
  localización	
  perivascular	
  de	
  las	
  

MSCs	
  (Kuhn	
  &	
  Tuan,	
  2010).	
  	
  Sin	
  embargo,	
  esta	
  idea	
  es	
  rechazada	
  por	
  otros	
  debido	
  a	
  la	
  

existencia	
  de	
   células	
   similares	
   a	
   las	
  MSCs	
  en	
   tejidos	
  avasculares	
   como	
  en	
  el	
   cartílago	
  

articular	
   (Barbero,	
   Ploegert,	
   Heberer,	
   &	
   Martin,	
   2003;	
   Dell’Accio,	
   De	
   Bari,	
   &	
   Luyten,	
  

2003;	
  Dowthwaite	
  et	
  al.,	
  2004).	
  Las	
  condiciones	
  en	
  las	
  que	
  las	
  MSCs	
  son	
  mantenidas	
  in	
  

vivo	
  en	
  sus	
  nichos,	
  tampoco	
  se	
  conocen	
  exactamente	
  (Hennig	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Hwang	
  et	
  al.,	
  

2009;	
  Ivanova-­‐Todorova	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Meijer,	
  de	
  Bruijn,	
  Koole,	
  &	
  van	
  Blitterswijk,	
  2008;	
  

Roubelakis	
   et	
   al.,	
   2007;	
   Zhu	
   et	
   al.,	
   2008).	
   Las	
   células	
   que	
   residen	
   en	
   médula	
   ósea,	
  

poseen	
   baja	
   tensión	
   de	
   oxígeno,	
   alrededor	
   de	
   1-­‐3%	
   (Rosová,	
   Dao,	
   Capoccia,	
   Link,	
   &	
  

Nolta,	
  2008;	
  Saller	
  et	
  al.,	
  2012)	
  y	
  a	
  pesar	
  de	
  que	
  se	
  conoce	
  que	
  la	
  concentración	
  de	
  O2	
  es	
  

a	
   menudo	
   un	
   factor	
   importante	
   en	
   muchos	
   aspectos	
   de	
   la	
   biología	
   de	
   las	
   células,	
  

generalmente	
  son	
  mantenidas	
  in	
  vitro	
  bajo	
  condiciones	
  no	
  fisiológicas	
  (21%	
  de	
  O2).	
  	
  

Nuestros	
   resultados	
   demostraron	
   que	
   existen	
   diferencias	
   entre	
   las	
   líneas	
   de	
  

hMSCs	
   ensayadas	
   en	
   los	
   requerimientos	
   de	
   O2.	
   En	
   las	
   líneas	
   BMhMSCs,	
   hEESCs	
   y	
  

hESSCs,	
   el	
   efecto	
   de	
   una	
   baja	
   concentración	
   de	
  O2,	
   ejerció	
   de	
   forma	
   significativa	
   una	
  

curva	
   de	
   crecimiento	
   mas	
   rápida,	
   lo	
   que	
   podría	
   suponer	
   unas	
   condiciones	
   con	
   baja	
  

tensión	
  de	
  02	
  en	
  sus	
  nichos	
  originales.	
  Según	
  Valarani	
  et	
  al.,	
  comparó	
  el	
  mantenimiento	
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de	
  las	
  hASCs	
  obtenidas	
  de	
  cuatro	
  donantes	
  distintos,	
  en	
  condiciones	
  de	
  normoxia	
  y	
  de	
  

hipoxia	
   (2%	
   O2),	
   demostrando	
   un	
   aumento	
   en	
   la	
   viabilidad	
   y	
   proliferación	
   y	
   menos	
  

apoptosis	
   y	
   necrosis	
   en	
   las	
   células	
  mantenidas	
   en	
   cultivo	
   en	
   condiciones	
   de	
   hipoxia	
  

(Valorani	
   et	
   al.,	
   2012).	
   En	
   contraposicion	
   con	
   estos	
   resultados,	
   en	
   nuestro	
   caso	
  

observamos,	
  que	
  el	
  mantenimiento	
  de	
  las	
  hASCs	
  en	
  condiciones	
  de	
  hipoxia	
  aumenta	
  los	
  

niveles	
   de	
   proliferación	
   celular	
   aunque	
   de	
   forma	
   no	
   significativa	
   cuando	
   lo	
  

comparamos	
  con	
  las	
  hASCs	
  mantenidas	
  en	
  condiciones	
  de	
  normoxia.	
  Según	
  Saller	
  et	
  al.	
  

y	
   Rosová	
   et	
   al.,	
   en	
   trabajos	
   comparando	
   las	
   BMhMSCs	
   en	
   ambas	
   condiciones	
   de	
   O2,	
  

afirma	
  que	
  el	
  mantenimiento	
  de	
  las	
  hMSCs	
  en	
  condiciones	
  de	
  hipoxia	
  podría	
  alterar	
  la	
  

expresión	
   de	
   integrinas	
   retrasando	
   la	
   entrada	
   en	
   senescencia	
   de	
   las	
   células,	
  

incrementando	
   la	
   homogeneidad	
   de	
   la	
   población,	
   aumentando	
   los	
   niveles	
   de	
  

proliferación	
  y	
  autorrenovación	
  celular	
  y	
  afectando	
  a	
  la	
  capacidad	
  de	
  migración	
  de	
  las	
  

mismas	
  (Rosová	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Saller	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

De	
   este	
  modo,	
   los	
   criterios	
   actuales	
   que	
   definen	
   a	
   las	
  MSCs,	
   parecen	
   ser	
  muy	
  

dependientes	
   de	
   las	
   condiciones	
   de	
   cultivo	
   en	
   las	
   que	
   se	
   mantienen	
   y	
   se	
   expanden,	
  

aunque	
  hay	
  evidencias	
  de	
  que	
  las	
  diferencias	
  entre	
  las	
  MSCs	
  son	
  debidas	
  posiblemente	
  

a	
   diferencias	
   en	
   sus	
   nichos	
   de	
   origen.	
   Esto	
   último	
   parece	
   ser	
   la	
   principal	
   fuente	
   de	
  

variaciones	
   en	
   las	
   propiedades	
   biológicas	
   de	
   las	
   MSCs	
   (De	
   Bari	
   &	
   Dell’accio,	
   2008),	
  

mostrando	
  heterogeneidad	
  en	
  sus	
  fenotipos,	
  diferencias	
  en	
  su	
  mantenimiento	
  in	
  vitro	
  y	
  

aunque	
  con	
  similitudes	
  en	
  su	
  potencial	
  de	
  diferenciación	
  y	
  proliferativo,	
   también	
  con	
  

variaciones	
   entre	
   ellas	
   (De	
   Bari	
   &	
  Dell’accio,	
   2008;	
   Phinney	
  &	
   Prockop,	
   2007).	
   Estos	
  

criterios	
   permiten	
   sólo	
   una	
   definición	
   en	
   retrospectiva	
   de	
   una	
   población	
   de	
   células	
  

conteniendo	
   MSCs,	
   pero	
   no	
   en	
   prospectiva,	
   por	
   lo	
   que	
   es	
   necesario	
   la	
   búsqueda	
   de	
  

nuevos	
   criterios	
   de	
   identificación,	
   para	
   aclarar	
   la	
   verdadera	
   naturaleza,	
   identidad,	
  

origen	
  y	
  capacidad	
  multitipotente	
  de	
  las	
  MSCs	
  y	
  normalizar	
  los	
  métodos	
  y	
  condiciones	
  

para	
  mantener	
  	
  a	
  las	
  células	
  in	
  vitro.	
  

	
  

5.2.	
  Habilidad	
  para	
  migrar	
  a	
  sitios	
  de	
  daño	
  o	
  inflamatorios	
  

La	
  utilización	
  de	
  MSCs,	
  es	
  una	
  de	
  las	
  estrategias	
  más	
  prometedoras	
  en	
  el	
  campo	
  

de	
  las	
  aplicaciones	
  terapéuticas	
  en	
  medicina	
  regenerativa	
  para	
  múltiples	
  enfermedades	
  

como	
   en	
   el	
   tratamiento	
   de	
   alteraciones	
   del	
   sistema	
   nervioso	
   o	
   enfermedades	
   como	
  

Parkinson	
   o	
   Huntington	
   (Lescaudron,	
   Naveilhan,	
   &	
   Neveu,	
   2012;	
   Yang	
   et	
   al.,	
   2012).	
  

También	
  en	
  el	
  empleo	
  de	
  las	
  MSCs	
  como	
  terapia	
  en	
  casos	
  de	
  infarto	
  de	
  miocardio,	
  han	
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mostrado	
   un	
   gran	
   potencial	
   mejorando	
   la	
   prognosis	
   de	
   los	
   pacientes	
   (S.	
   Chen	
   et	
   al.,	
  

2004;	
  Y.-­‐H.	
  Choi,	
  Kurtz,	
  &	
  Stamm,	
  2011;	
  Hare	
  et	
  al.,	
  2009).	
  Debido	
  a	
  su	
  participación	
  en	
  

la	
  reparación	
  y	
  remodelación	
  de	
  los	
  tejidos,	
  las	
  MSCs	
  han	
  sido	
  aplicadas	
  en	
  multitud	
  de	
  

otras	
  enfermedades,	
  como	
  isquemia	
  cerebral	
  (J.	
  S.	
  Lee	
  et	
  al.,	
  2010),	
  diabetes	
  (Fiorina	
  et	
  

al.,	
  2009;	
  R.	
   Jiang	
  et	
  al.,	
  2011;	
  D.-­‐S.	
  Li	
  et	
  al.,	
  2009),	
   	
   transplantes	
  de	
  riñón	
   	
   (Tan	
  et	
  al.,	
  

2012)	
   o	
   esclerosis	
   múltiple	
   (Connick	
   et	
   al.,	
   2012;	
   Siatskas,	
   Payne,	
   Short,	
   &	
   Bernard,	
  

2010),	
   mostrando	
   diferentes	
   grados	
   de	
   eficacia	
   entre	
   las	
   terapias,	
   pero	
   siempre	
   con	
  

buenos	
  niveles	
  de	
  seguridad	
  (Sng	
  &	
  Lufkin,	
  2012).	
  	
  

En	
  el	
  caso	
  de	
  los	
  tumores,	
  la	
  formación	
  del	
  estroma	
  tumoral	
  se	
  asemeja	
  en	
  gran	
  

modo	
   a	
   ciertos	
   procesos	
   inflamatorios	
   como	
   la	
   cicatrización	
   y	
   remodelado	
   de	
   las	
  

heridas	
   que	
   como	
   en	
   una	
   herida	
   sin	
   curar,	
   mantiene	
   un	
   ambiente	
   constante	
   de	
  

mediadores	
   inflamatorios	
   como	
   citoquinas	
   y	
   quimioquinas	
   inflamatorias,	
   factores	
   de	
  

crecimiento	
   y	
   células	
  del	
   sistema	
   inmunológico.	
  Bajo	
   estas	
   condiciones,	
   las	
  MSCs	
   son	
  

capaces	
  de	
  migrar	
  hacia	
  estos	
  sitios	
  inflamatorios,	
   injertándose	
  y	
  pudiendo	
  contribuir	
  

en	
  la	
  formación	
  del	
  estroma	
  tumoral.	
  	
  

Estudios	
   previos	
   han	
  mostrado	
   que	
   tras	
   la	
   administración	
   sistémica	
   de	
  MSCs	
  

expandidas	
   in	
   vitro,	
   pueden	
   ser	
   detectadas	
   en	
  múltiples	
   órganos	
   en	
   animales	
   sanos,	
  

como	
   en	
   pulmón,	
   hígado,	
   riñón	
   y	
   bazo,	
   sin	
   embargo,	
   éstas	
   son	
   incapaz	
   de	
   injertarse.	
  

Cuando	
   la	
   administración	
   se	
   realiza	
   directamente	
   con	
   un	
   extracto	
   aislado	
   de	
  médula	
  

ósea,	
   las	
  MSCs	
   se	
   han	
   detectado	
   en	
   bazo	
   y	
  médula	
   ósea,	
   pero	
   cuando	
   las	
   células	
   son	
  

previamente	
  expandidas	
  in	
  vitro,	
  no	
  se	
  han	
  podido	
  localizar	
  de	
  nuevo	
  en	
  la	
  médula	
  (S.	
  

K.	
  Kang,	
  Shin,	
  Ko,	
  Jo,	
  &	
  Ra,	
  2012).	
  

Nuestro	
   trabajo	
   evaluó	
   la	
   capacidad	
  de	
  migración	
   in	
   vivo	
   de	
   las	
  MSCs,	
   en	
   este	
  

caso	
  especificamente	
  de	
  las	
  mBMSCs,	
  	
  hacia	
  zonas	
  de	
  daño	
  o	
  zonas	
  en	
  las	
  que	
  existe	
  un	
  

proceso	
   inflamatorio,	
  de	
   forma	
  paralela	
  y	
  simultánea,	
  con	
   la	
  misma	
   fuente	
  de	
  células,	
  

mediante	
  diferentes	
  modelos	
  de	
  patologías	
  y	
  utilizando	
  abordajes	
  similares.	
  Las	
  MSCs	
  

fueron	
   detectadas	
   en	
   los	
   sitios	
   diana	
   en	
   las	
   tres	
   patologías,	
   mediante	
   diferentes	
  

técnicas	
   de	
   biología	
   molecular,	
   como	
   PCR,	
   western-­blot	
   y	
   microscopía	
   confocal	
   y	
  

mediante	
   técnicas	
   de	
   visualización	
   como	
   SPECT	
   o	
   bioluminiscencia.	
   En	
   el	
  modelo	
   de	
  

tumor	
   HeLa,	
   las	
   mBMSCs	
   pudieron	
   detectarse	
   desde	
   el	
   día	
   8	
   tras	
   la	
   inyección	
  

intravenosa	
   hasta	
   la	
   finalización	
   del	
   experimento,	
   mientras	
   que	
   en	
   	
   los	
   animales	
  

diabéticos,	
  fueron	
  detectadas	
  desde	
  el	
  día	
  4.	
  En	
  ambos	
  modelos,	
  pudieron	
  detectarse	
  en	
  

los	
   pulmones	
  hasta	
   el	
   día	
   10.	
   En	
   los	
   animales	
   a	
   los	
   que	
   se	
   les	
   realizó	
  una	
  herida,	
   las	
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mBMSCs	
  fueron	
  detectadas	
  hasta	
  el	
  día	
  4.	
  En	
  estos	
  animales,	
  se	
  detectaron	
  en	
  pulmón	
  

hasta	
  el	
  día	
  8	
  y	
  en	
  hígado	
  a	
  día	
  4.	
  

Kidd	
  et	
  al.,	
  estudiaron	
   la	
  capacidad	
  de	
  migración	
  de	
   las	
  mBMSCs	
  en	
  diferentes	
  

modelos	
  de	
  herida	
  en	
  piel,	
  donde	
  a	
  un	
  grupo	
  de	
  animales	
  se	
  les	
  hizo	
  varias	
  punzadas	
  a	
  

lo	
   largo	
  de	
   la	
  cola	
  y	
  otro	
  grupo	
  de	
  animales	
  a	
   los	
  que	
  se	
   les	
  realizó	
  una	
   incisión	
  en	
   la	
  

zona	
   del	
   abdomen	
   que	
   posteriormente	
   se	
   suturó.	
   En	
   ambos	
   casos,	
   tras	
   su	
  

administración	
   intravenosa,	
   las	
   células	
   fueron	
   localizadas	
  mediante	
   visualización	
   por	
  

bioluminiscencia	
  en	
  las	
  zonas	
  diana	
  desde	
  el	
  día	
  3	
  y	
  hasta	
  el	
  día	
  5.	
  Y	
  de	
  forma	
  similar	
  a	
  

nuestros	
  resultados,	
  en	
  ambos	
  modelos	
  se	
  detectó	
  señal	
  en	
  los	
  pulmones	
  desde	
  el	
  día	
  1,	
  

disminuyendo	
   hasta	
   el	
   día	
   5	
   (Kidd	
   et	
   al.,	
   2009).	
   Estos	
   resultados	
   sugieren	
   que	
   los	
  

receptores	
  o	
  factores	
  expresados	
  y	
  secretados	
  por	
  los	
  tejidos	
  que	
  han	
  sufrido	
  la	
  herida	
  

facilitan	
   la	
   migración,	
   adhesión	
   y	
   la	
   infiltración	
   de	
   las	
   MSCs	
   al	
   sitio	
   inflamatorio,	
  

ejerciendo	
   a	
   su	
   vez	
   un	
   efecto	
   terapéutico	
   a	
   nivel	
   de	
   la	
   regeneración	
   del	
   tejido,	
  

promoviendo	
   la	
   cicatrización	
   y	
   el	
   descenso	
   de	
   la	
   inflamación	
   (Chamberlain,	
   Fox,	
  

Asthon,	
  &	
  Middleton,	
  2007).	
  Esto	
  se	
  corresponde	
  con	
  nuestros	
  resultados,	
  ya	
  que	
  a	
  día	
  

8	
  tras	
  la	
  administración	
  de	
  las	
  mBMSCs,	
  no	
  se	
  detecta	
  señal	
  en	
  la	
  zona	
  de	
  la	
  herida.	
  	
  

En	
  el	
  mismo	
  trabajo,	
  estudiaron	
  también	
  la	
  migración	
  de	
  mBMSCs	
  a	
  metastasis	
  

en	
   pulmón	
  de	
   células	
  MDA-­‐231.	
   En	
   este	
   caso,	
   los	
   resultados	
   fueron	
   similares,	
   fueron	
  

capaces	
  de	
  detectar	
  a	
  las	
  mBMSCs	
  en	
  los	
  pulmones	
  desde	
  el	
  día	
  3	
  tras	
  la	
  administración	
  

intravenosa	
  hasta	
   la	
   finalización	
  del	
  experimento	
  a	
  día	
  29,	
   tras	
   lo	
   cual,	
   los	
  pulmones,	
  

hígado,	
   bazo	
   y	
   otros	
   órganos	
   fueron	
   visualizados	
   una	
   vez	
   extraídos	
   de	
   los	
   animales.	
  

Sólo	
  detectó	
  señal	
  en	
  los	
  pulmones	
  y	
  en	
  el	
  hígado.	
  En	
  los	
  animales	
  control	
  sin	
  ninguna	
  

patología,	
   fueron	
   capaces	
   de	
   detectar	
   las	
   mBMSCs	
   en	
   los	
   pulmones	
   hasta	
   el	
   día	
   14,	
  

además	
  de	
  en	
  hígado	
  y	
  bazo.	
  En	
  otros	
  trabajos	
  y	
  como	
  muestran	
  nuestros	
  resultados,	
  

existe	
   un	
   importante	
   efecto	
   de	
   retención	
   de	
   las	
   células	
   en	
   los	
   pulmones,	
   tanto	
   en	
  

animales	
   sanos	
   como	
   con	
   patologías.	
   Barbash	
   et	
   al.,	
   administraron	
   de	
   forma	
  

intravenosa	
  MSCs	
  extraídas	
  de	
  médula	
  ósea	
  en	
  un	
  modelo	
  de	
   infarto	
  de	
  miocardio	
  en	
  

ratas,	
   	
   y	
   observaron	
  que	
   la	
  mayoría	
   de	
   las	
   células	
   se	
   encontraban	
   en	
   los	
  pulmones	
   y	
  

sólo	
   una	
   pequeña	
   cantidad	
   en	
   el	
   corazón,	
   mientras	
   que	
   con	
   una	
   administración	
  

directamente	
  en	
  el	
  ventrículo,	
   fue	
  observada	
  prácticamente	
   la	
   totalidad	
  de	
   las	
  células	
  

(Barbash	
  et	
  al.,	
  2003).	
  

La	
  retención	
  en	
  los	
  pulmones	
  de	
  las	
  MSCs	
  administradas	
  sistémicamente	
  ocurre	
  

en	
  otros	
  estudios	
  donde	
   las	
  células	
  son	
  mantenidas	
  en	
  condiciones	
   in	
  vitro,	
  donde	
   las	
  

células	
  pueden	
  amentar	
  de	
  tamaño,	
  y	
  cambiar	
  su	
  patrón	
  de	
  expresión	
  de	
  marcadores	
  y	
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de	
   moléculas	
   de	
   adhesión,	
   además	
   del	
   modelo	
   animal	
   que	
   se	
   emplee.	
   Gao	
   et	
   al.,	
  

observaron	
  que	
  el	
  tratamiento	
  con	
  un	
  vasodilatador	
  de	
  nitroprusiato	
  sódico	
  disminuye	
  

el	
  número	
  de	
  células	
  retenidas	
  en	
  los	
  pulmones	
  (Gao	
  J,	
  Dennis	
  JE,	
  Muzic	
  RF,	
  Lundberg	
  

M,	
   2001),	
   pero	
   aunque	
   una	
   fracción	
   de	
   las	
   MSCs	
   administradas	
   se	
   retengan	
   en	
   los	
  

pulmones,	
   en	
   la	
   mayoría	
   de	
   los	
   estudios,	
   tras	
   48-­‐72	
   horas	
   empiezan	
   a	
   desaparecer.	
  	
  

Durante	
   este	
   paso	
   a	
   través	
   de	
   los	
   pulmones,	
   las	
   MSCs	
   embolizadas	
   son	
   capaces	
   de	
  

activarse	
  y	
  secretar	
  la	
  proteína	
  antiinflamatoria	
  6	
  inducida	
  por	
  TNF-­‐α	
  (TNAIP-­‐6	
  o	
  TSG-­‐

6)	
  que	
  es	
  capaz	
  en	
  un	
  modelo	
  de	
   infarto	
  de	
  miocardio,	
  de	
  reducir	
   la	
  zona	
   infartada	
  y	
  

mejorar	
  la	
  función	
  cardíaca	
  (R.	
  H.	
  Lee	
  et	
  al.,	
  2009).	
  Estos	
  descubrimientos,	
  indican	
  que	
  

las	
  MSCs	
  también	
  pueden	
  ejercer	
  efectos	
  desde	
  la	
  distancia	
  en	
  los	
  órganos	
  diana.	
  	
  

Otros	
  modelos	
  de	
  patologías	
  como	
  diabetes	
  (Davis,	
  Hamilton,	
  &	
  Fontaine,	
  2012;	
  

Y.-­‐Y.	
  Li,	
  Liu,	
  Chen,	
  &	
  Li,	
  2012;	
  Milanesi	
  et	
  al.,	
  2012)	
  o	
  daño	
  nervioso,	
  también	
  han	
  sido	
  

utilizados	
   para	
   evaluar	
   la	
   capacidad	
   de	
   las	
   MSCs	
   para	
   migrar	
   desde	
   el	
   torrente	
  

sanguíneo,	
  a	
  través	
  del	
  endotelio	
  hasta	
  el	
  tejido	
  donde	
  ocurre	
  el	
  proceso	
  inflamatorio	
  (J.	
  

Chen	
  et	
   al.,	
   2001;	
  Devine	
   et	
   al.,	
   2001;	
  Hofstetter	
   et	
   al.,	
   2002;	
  W.-­‐H.	
   Jiang	
   et	
   al.,	
   2005;	
  

Sordi	
   et	
   al.,	
   2005;	
   Yang	
   et	
   al.,	
   2012).	
   En	
   un	
   modelo	
   de	
   daño	
   en	
   nervio	
   ciático,	
   la	
  

administración	
   de	
   las	
   MSCs	
   produjo	
   un	
   efecto	
   beneficioso	
   aumentando	
   la	
   función	
  

electrofisiológica,	
   la	
   mielinización	
   del	
   nervio	
   y	
   mejorando	
   la	
   expresión	
   de	
   factores	
  

neurotróficos	
  y	
  del	
  receptor	
  de	
  acetilcolina	
  (Yang	
  et	
  al.,	
  2012).	
  	
  

	
  

5.3.	
  Diferencias	
  entre	
  hMSCs	
  aisladas	
  de	
  diversos	
  tejidos	
  para	
  migrar	
  e	
  injertarse	
  

en	
  un	
  modelo	
  de	
  tumor	
  

Los	
  mecanismos	
  y	
  factores	
  responsables	
  de	
  esta	
  habilidad	
  aún	
  no	
  están	
  del	
  todo	
  

claros,	
   citoquinas,	
  quimioquinas	
  y	
  otras	
  moléculas	
  quimioatrayentes	
   secretadas	
   tanto	
  

por	
   las	
   células	
   del	
   tumor	
   como	
   por	
   los	
   distintos	
   componentes	
   del	
   estroma	
   y	
   la	
  

expresión	
  de	
   los	
  receptores	
  correspondientes	
  en	
   las	
  MSCs,	
  resultan	
   la	
  principal	
  causa	
  

(R	
  M	
  Dwyer	
  &	
   Kerin,	
   2010;	
   Spaeth,	
   Kidd,	
   &	
  Marini,	
   2012).	
   Sin	
   embargo,	
   el	
   grado	
   de	
  

heterogeneidad	
   en	
   los	
   fenotipos	
   que	
   presentan	
   las	
   células	
   aisladas	
   de	
   diferentes	
  

tejidos,	
  las	
  diferencias	
  en	
  su	
  mantenimiento	
  in	
  vitro	
  y	
  potencial	
  proliferativo	
  (De	
  Bari	
  &	
  

Dell’accio,	
  2008),	
  podrían	
  ser	
  factores	
  que	
  afectaran	
  a	
  su	
  capacidad	
  de	
  migración	
  y	
  por	
  

tanto	
  a	
  su	
  elección	
  como	
  fuente	
  para	
  aplicaciones	
  terapéuticas.	
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Esta	
  habilidad	
  fue	
  evaluada	
  en	
  este	
  trabajo,	
  con	
  cinco	
  líneas	
  de	
  hMSCs	
  aisladas	
  

de	
  diferentes	
  tejidos	
  y	
  caracterizadas	
  mediante	
  diferentes	
  ensayos	
  in	
  vitro,	
  en	
  el	
  cual	
  se	
  

permitió	
  a	
  las	
  células	
  colonizar	
  un	
  espacio	
  generado	
  en	
  la	
  monocapa,	
  e	
  in	
  vivo	
  mediante	
  

diferentes	
   técnicas	
   de	
   imagen	
   molecular	
   no	
   invasivas.	
   En	
   ambos	
   abordajes,	
   los	
  

resultados	
  obtenidos	
  fueron	
  similares.	
  En	
  el	
  modelo	
  de	
  tumor	
  HeLa,	
  todas	
  las	
  líneas	
  de	
  

hMSCs	
  ensayadas	
  mostraron	
  una	
  amplia	
  capacidad	
  para	
  migrar	
  e	
  injertarse	
  en	
  la	
  zona	
  

de	
  los	
  tumores.	
  Sin	
  embargo	
  se	
  encontraron	
  diferencias	
  entre	
  las	
  hMSCs.	
  La	
  capacidad	
  

de	
   migración	
   de	
   las	
   BMhMSCs,	
   tras	
   una	
   administración	
   intravenosa,	
   fue	
  

significativamente	
  menor	
  y	
  más	
  lenta	
  comparado	
  con	
  el	
  resto	
  de	
  hMSCs,	
  en	
  las	
  que	
  se	
  

detectaron	
   antes	
   y	
   la	
   intensidad	
   de	
   las	
   señales	
   se	
  mantuvieron	
   durante	
  más	
   tiempo.	
  

Todos	
   los	
   tipos	
   celulares	
   fueron	
   detectados	
   por	
   MRI	
   y	
   SPECT-­‐CT	
   desde	
   la	
   primera	
  

adquisición,	
  a	
  día	
  3	
  excepto	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  las	
  BMhMSCs,	
  y	
  hasta	
  el	
  final	
  del	
  experimento	
  

a	
  día	
  24,	
  demostrando	
  su	
  capacidad	
  para	
  migrar	
  y	
  persistir	
  en	
   la	
  zona	
  del	
   tumor.	
  Los	
  

animales	
   que	
   recibieron	
   la	
   administración	
   de	
   las	
   hEESCs	
   mostraron	
   la	
   señal	
   más	
  

intensa	
  entre	
  los	
  días	
  17	
  y	
  24,	
  demostrando	
  una	
  capacidad	
  mayor	
  de	
  migración	
  que	
  el	
  

resto	
  de	
  las	
  hMSCs.	
  Estos	
  resultados	
  fueron	
  confirmados	
  mediante	
  tinción	
  con	
  azul	
  de	
  

Prusia,	
  para	
  detectar	
  las	
  partículas	
  de	
  SPIO,	
  y	
  hNIS	
  en	
  los	
  tumores.	
  	
  

Diferentes	
  trabajos	
  han	
  mostrado	
  la	
  migración	
  de	
  las	
  BMhMSCs	
  hacia	
  diferentes	
  

modelos	
  de	
  tumor.	
  Dwyer	
  et	
  al.,	
  mostraron	
  la	
  capacidad	
  de	
  migración	
  de	
  las	
  BMhMSCs	
  

en	
  un	
  modelo	
  de	
  cáncer	
  de	
  mama	
  mediante	
  visualización	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  hNIS	
  por	
  

SPECT-­‐CT	
   (Roisin	
   M	
   Dwyer	
   et	
   al.,	
   2011).	
   A	
   diferencia	
   de	
   lo	
   observado	
   en	
   nuestros	
  

resultados,	
   la	
   expresión	
   de	
   hNIS	
   fue	
   detectada	
   en	
   los	
   tumores	
   desde	
   el	
   día	
   3	
   tras	
   la	
  

administración	
  de	
  las	
  células.	
  Estos	
  resultados	
  podrían	
  ser	
  atribuibles	
  a	
  las	
  diferencias	
  

entre	
   donantes,	
   a	
   las	
   condiciones	
   de	
   cultivo	
   in	
   vitro	
   en	
   las	
   que	
   las	
   células	
   son	
  

mantenidas,	
   al	
  modelo	
   de	
   tumor	
   utilizado	
   y	
   posiblemente	
   al	
   tamaño	
   de	
   los	
   tumores	
  

antes	
  de	
  la	
  administración	
  de	
  las	
  BMhMSCs.	
  	
  

Para	
  intentar	
  entender	
  si	
  la	
  existencia	
  de	
  diferencias	
  en	
  el	
  nivel	
  de	
  pluripotencia	
  

entre	
   las	
   hMSCs	
   podría	
   ser	
   un	
   factor	
   implicado	
   en	
   la	
   migración	
   hacia	
   los	
   tumores,	
  

incluimos	
   en	
   el	
   experimento	
   de	
   SPECT-­‐CT	
   a	
   las	
   hiPSCs,	
   como	
   control	
   positivo	
   de	
  

pluripotencia,	
   observando	
   resultados	
   similares	
   comparadas	
   con	
   las	
   hMSCs	
   en	
   las	
  

primeras	
  adquisiciones	
  pero	
  detectando	
  los	
  niveles	
  más	
  elevados	
  a	
  día	
  24,	
  sugiriendo	
  

que	
   tal	
   vez	
   diferencias	
   en	
   el	
   patrón	
   de	
   la	
   expresión	
   de	
   genes	
   relacionados	
   con	
  

pluripotencia	
  en	
  las	
  hMSCs,	
  aunque	
  por	
  definición	
  son	
  células	
  multipotentes,	
  podría	
  ser	
  

un	
  factor	
  importante	
  a	
  tener	
  en	
  cuenta	
  y	
  dependiente	
  del	
  nicho	
  de	
  origen	
  de	
  las	
  hMSCs.	
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Tras	
  analizar	
  un	
  panel	
  de	
  genes	
  relacionados	
  con	
  pluripotencia,	
  se	
  confirmó	
  un	
  

patrón	
  muy	
  diferente	
  entre	
  las	
  hiPSCs	
  y	
  las	
  hMSCs,	
  obteniendo	
  valores	
  mucho	
  menores	
  

para	
  los	
  genes	
  analizados	
  SOX2,	
  NANOG,	
  OCT4,	
  KLF4	
  y	
  REX1	
  en	
  las	
  hMSCs	
  comparado	
  

con	
  las	
  hiPSCs.	
  Sin	
  embargo,	
  se	
  encontraron	
  pequeñas	
  diferencias	
  entre	
  las	
  hMSCs.	
  Las	
  

líneas	
  hEESCs	
  y	
  hESSCs,	
  siendo	
  la	
  primera	
  vez	
  que	
  se	
  analizó	
  su	
  capacidad	
  de	
  migración	
  

in	
   vivo,	
   mostraron	
   las	
   señales	
   más	
   intensas	
   mediante	
   las	
   técnicas	
   de	
   imagen	
   y	
   una	
  

expresión	
  significativamente	
  mayor	
  de	
  los	
  genes	
  KLF4,	
  NANOG	
  y	
  REX1	
  comparado	
  con	
  

el	
   resto	
   de	
   hMSCs,	
   aunque	
   con	
   valores	
   mucho	
   menores	
   que	
   los	
   obtenidos	
   con	
   las	
  

hiPSCs.	
  Estos	
   resultados	
   se	
   correlacionan	
  con	
   los	
  obtenidos	
  por	
  Cervelló	
  et	
  al.,	
   en	
   los	
  

que	
  detectan	
  expresión	
  de	
  NANOG,	
  pero	
  no	
  de	
  OCT4	
  (Cervelló	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Según	
  Bai	
  et	
  

al.,	
   las	
   hMSCs	
   aisladas	
   del	
   líquido	
   amniótico	
   y	
   de	
   la	
   gelatina	
   Warton	
   del	
   cordón	
  

umbilical	
   muestran	
   características	
   típicas	
   de	
   MSCs,	
   como	
   la	
   expresión	
   de	
   los	
  

marcadores	
   de	
   superficie	
   CD29,	
   CD44,	
   CD73,	
   CD90	
   y	
   CD105;	
   y	
   de	
   ESs	
   como	
   la	
  

expresión	
   de	
   los	
   genes	
   OCT4,	
   SSEA-­‐4	
   y	
   NANOG,	
   afirmando	
   que	
   estas	
   hMSCs	
  

posiblemente	
  se	
  encuentran	
  en	
  un	
  estado	
  intermedio	
  entre	
  las	
  células	
  troncales	
  adultas	
  

y	
  las	
  embrionarias,	
  aunque	
  mostrando	
  más	
  características	
  de	
  las	
  células	
  adultas	
  como	
  

su	
   capacidad	
   proliferativa	
   y	
   su	
   potencial	
   de	
   diferenciación	
   in	
   vitro	
   (Bai	
   et	
   al.,	
   2012).	
  	
  

Estas	
   diferencias	
   en	
   el	
   patrón	
   de	
   pluripotencia	
   entre	
   las	
   diferentes	
   líneas	
   de	
   hMSCs	
  

podría	
   influir	
   en	
   las	
   diferencias	
   encontradas	
   en	
   la	
  migración,	
   ya	
   que	
   las	
   células	
   que	
  

expresaban	
  estos	
  patrones	
  fueron	
  a	
  su	
  vez	
  las	
  más	
  migratorias.	
  

	
  

5.4.	
  Efectos	
  protumorogénicos	
  de	
  las	
  MSCs	
  

Los	
  datos	
  actuales	
  disponibles	
  en	
  la	
  bibliografía	
  sobre	
  los	
  efectos	
  generados	
  en	
  

el	
   tamaño	
   tumoral	
   son	
   confusos	
   y	
   contradictorios.	
   Distintos	
   trabajos	
   in	
   vivo	
  

demuestran	
   que	
   la	
   administración	
   de	
   MSCs,	
   independientemente	
   de	
   la	
   vía	
   de	
  

administración,	
  número	
  de	
  células	
  y	
  tipo	
  de	
  modelo	
  tumoral,	
  promueven	
  el	
  crecimiento	
  

y	
   la	
   tumorogénesis	
   en	
   el	
   tumor.	
   Otros,	
   sin	
   embargo,	
   afirman	
   poseer	
   un	
   efecto	
  

antitumorogénico	
  e	
  inhibitorio	
  en	
  el	
  crecimiento	
  del	
  tumor.	
  

En	
  nuestros	
  experimentos,	
  la	
  administración	
  de	
  cada	
  una	
  de	
  las	
  líneas	
  de	
  hMSCs	
  

en	
  un	
  modelo	
  de	
  tumor	
  subcutáneo	
  de	
  células	
  HeLa,	
  provocó	
  un	
  aumento	
  del	
  tamaño	
  

de	
   los	
   tumores	
  comparado	
  con	
   los	
  animales	
  control,	
  demostrando	
  que	
  este	
  efecto	
   fue	
  

provocado	
  por	
  la	
  migración	
  y	
  llegada	
  de	
  las	
  células	
  a	
  las	
  zonas	
  tumorales,	
  promoviendo	
  

posiblemente	
   la	
   proliferación	
   de	
   las	
   MSCs,	
   las	
   células	
   tumorales	
   o	
   de	
   algún	
   otro	
  

elemento	
  del	
   estroma	
   tumoral.	
   Los	
   resultados	
  mostraron	
  diferencias	
   significativas	
  en	
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los	
   tamaños	
   de	
   los	
   tumores	
   entre	
   las	
   hMSCs	
   y	
   las	
   hiPSCs.	
   Aunque	
   la	
  mayoría	
   de	
   los	
  

tumores	
   en	
   los	
   que	
   se	
   administraron	
   las	
   MSCs	
  mostraron	
   un	
   patrón	
   de	
   crecimiento	
  

similar,	
   los	
   tumores	
   de	
   los	
   animales	
   que	
   recibieron	
   la	
   administración	
   de	
   BMhMSCs,	
  

tuvieron	
  un	
  crecimiento	
  significativamente	
  menor	
  al	
  resto	
  de	
  grupos	
  de	
  MSCs,	
  solo	
  algo	
  

mayor	
  al	
  de	
  los	
  controles.	
  Diferentes	
  estudios	
  en	
  los	
  que	
  la	
  administración	
  de	
  las	
  MSCs	
  

posee	
   un	
   efecto	
   protumorogénico	
   son	
   mostrados	
   en	
   la	
   tabla	
   1.	
   Todos	
   estos	
   autores	
  

utilizaron	
  diferentes	
  modelos	
  tumorales,	
  diferentes	
  tipos	
  de	
  MSCs,	
  diferentes	
  formas	
  de	
  

administración,	
  número	
  de	
  células	
  y	
  diferentes	
  tamaño	
  del	
  tumor	
  inicial.	
  Cada	
  uno	
  de	
  

estos	
   factores	
   pueden	
   ser	
   determinantes	
   para	
   promover	
   o	
   inhibir	
   el	
   tamaño	
   tumoral	
  

(Klopp,	
  Gupta,	
  Spaeth,	
  Andreeff,	
  &	
  Marini,	
  2011).	
  	
  

Según	
  los	
  experimentos	
  de	
  incorporación	
  de	
  BrdUrd	
  in	
  vivo	
  del	
  grupo	
  del	
  doctor	
  

Marini	
   (Studeny	
   et	
   al.,	
   2002),	
   las	
   MSCs	
   administradas	
   en	
   animales	
   sanos,	
   no	
   fueron	
  

capaces	
   de	
   proliferar.	
   De	
   este	
   modo,	
   el	
   crecimiento	
   de	
   la	
   masa	
   tumoral	
   observada	
  

podría	
   estar	
   relacionado	
   con	
   incremento	
   del	
   número	
   de	
   células	
   tumorales,	
   con	
   el	
  

incremento	
  de	
   la	
  proliferación	
  de	
   las	
  MSCs	
  en	
  el	
  área	
  del	
   tumor,	
  una	
  combinación	
  de	
  

ambas	
   o	
   con	
   el	
   incremento	
   de	
   otros	
   elementos	
   del	
   estroma.	
   Cabe	
   destacar,	
   las	
  

diferencias	
   obtenidas	
   en	
   los	
   tamaños	
   resultantes	
   de	
   la	
   administración	
   de	
   hiPSCs	
  

comparados	
  con	
  los	
  obtenidos	
  con	
  las	
  MSCs,	
  que	
  junto	
  con	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  por	
  

imagen	
  molecular,	
  podemos	
  especular	
  que	
  las	
  diferencias	
  en	
  el	
  nivel	
  de	
  pluripotencia,	
  

podría	
   ser	
   un	
   factor	
   más	
   que	
   influiría	
   en	
   la	
   capacidad	
   de	
  migración	
   hacia	
   las	
   zonas	
  

tumorales.	
  

En	
  caso	
  de	
  las	
  hiPSCs,	
  este	
  y	
  otro	
  trabajo	
  previo	
  (Templin	
  C,	
  Zweigerdt	
  R,	
  2012)	
  

son	
   los	
   primeros	
   que	
   muestran	
   in	
   vivo	
   la	
   capacidad	
   de	
   migración	
   y	
   establecimiento	
  

permaneciendo	
  durante	
  un	
  largo	
  periodo	
  de	
  tiempo	
  en	
  los	
  tumores.	
  

	
  

5.5.	
  MSCs	
  en	
  el	
  microambiente	
  del	
  tumor	
  

Poco	
  se	
  conoce	
  sobre	
  los	
  procesos	
  que	
  sufren	
  las	
  MSCs	
  una	
  vez	
  que	
  han	
  llegado	
  

a	
   la	
   zona	
   tumoral	
   tras	
   su	
   administración.	
   Una	
   vez	
   allí,	
   éstas	
   son	
   capaces	
   de	
  

interaccionar	
   con	
   las	
   células	
   del	
   tumor	
   y	
   con	
   las	
   células	
   no	
   tumorales	
   residentes	
   del	
  

estroma,	
   como	
   las	
   células	
   del	
   sistema	
   inmune	
   y	
   las	
   células	
   endoteliales,	
   apoyar	
   la	
  

vasculogénesis,	
   y	
   secretar	
   citoquinas	
   y	
   factores	
   de	
   crecimiento	
   (Brooke	
   et	
   al.,	
   2007).	
  

Como	
   resultado	
   de	
   esta	
   interacción,	
   muchos	
   trabajos	
   junto	
   con	
   el	
   nuestro,	
   han	
  

mostrado	
   que	
   las	
   MSCs	
   promueven	
   el	
   crecimiento	
   tumoral	
   (Dai	
   et	
   al.,	
   2011).	
   Según	
  

Mishra	
  et	
  al.,	
  y	
  Spaeth	
  et	
  al.,	
  las	
  MSCs	
  son	
  capaces	
  de	
  diferenciarse	
  y	
  adquirir	
  fenotipo	
  



Discusión 

	
   161	
  

de	
   TAFs	
   tras	
   la	
   exposición	
   al	
   microambiente	
   tumoral,	
   modificando	
   su	
   patrón	
   de	
  

marcadores	
  (Mishra	
  et	
  al.,	
  2008;	
  Spaeth	
  et	
  al.,	
  2009).	
  

Se	
   han	
   planteado	
   varias	
   hipótesis	
   sobre	
   el	
   destino	
   final	
   de	
   las	
   MSCs	
   in	
   vivo,	
  

sugiriendo	
   la	
   posibilidad	
   de	
   que	
   estas	
   células	
   sufran	
   algún	
   evento	
   de	
  

transdiferenciación,	
   fusión	
   celular	
   o	
   simplemente	
   ejercer	
   su	
   efecto	
  mediante	
   función	
  

paracrina	
   en	
   respuesta	
   a	
   distintos	
   factores	
   del	
   microambiente.	
   Diferentes	
   trabajos	
  

muestran	
  que	
  la	
  contribución	
  de	
  las	
  MSCs	
  en	
  sitios	
  de	
  daño	
  tisular	
  in	
  vivo	
  y	
  su	
  posterior	
  

efecto	
  regenerativo,	
  sucede	
  mediante	
  transdiferenciación	
  (Bailey	
  et	
  al.,	
  2006),	
  mientras	
  

que	
   otros	
   hablan	
   de	
   fusión	
   celular	
   (Piquer-­‐Gil,	
   García-­‐Verdugo,	
   Zipancic,	
   Sánchez,	
   &	
  

Alvarez-­‐Dolado,	
  2009).	
  	
  	
  

En	
  el	
  caso	
  de	
   tumores,	
  Rappa	
  et	
  al.,	
  mostró	
   la	
   formación	
  de	
  híbridos	
  de	
   forma	
  

espontánea	
  in	
  vitro	
  originados	
  mediante	
  fusión	
  celular	
  entre	
  BMhMSCs	
  y	
  dos	
  líneas	
  de	
  

células	
   de	
   cáncer	
   de	
   mama	
   (MDA-­‐MB-­‐231	
   y	
   MA11).	
   Los	
   híbridos	
   mostraron	
  

características	
  típicas	
  de	
  MSCs,	
  un	
  perfil	
  de	
  expresión	
  génico	
  mixto	
  y	
  un	
  aumento	
  en	
  el	
  

número	
   de	
   ploidias,	
   además	
   de	
   una	
  mayor	
   capacidad	
   invasiva	
   y	
  metastásica	
   (Rappa,	
  

Mercapide,	
  &	
  Lorico,	
  2012).	
  Por	
  otro	
  lado,	
  Wang	
  et	
  al.,	
  mostraron	
  in	
  vitro	
  que	
  la	
  fusión	
  

celular	
  de	
  hMSCs	
  derivadas	
  de	
  cordón	
  umbilical	
  y	
  de	
  células	
  de	
  carcinoma	
  de	
  esófago,	
  

genera	
  híbridos	
  con	
  una	
  tasa	
  de	
  crecimiento	
  inferior,	
  niveles	
  superiores	
  de	
  apoptosis	
  e	
  

inhibición	
  de	
  la	
  tumorogénesis	
  (Wang	
  et	
  al.,	
  2012).	
  	
  

Nuestros	
  resultados	
  demostraron	
  in	
  vivo,	
  que	
  tras	
  la	
  llegada	
  de	
  las	
  BMhMSCs	
  a	
  

la	
   zona	
   tumoral,	
   no	
   se	
   dio	
   ningún	
   evento	
   de	
   fusión	
   celular	
   entre	
   las	
   BMhMSCs	
   y	
   las	
  

células	
  tumorales.	
  	
  Sin	
  embargo	
  no	
  podemos	
  afirmar	
  que	
  no	
  existan	
  otros	
  procesos	
  de	
  

fusión	
  celular	
  entre	
  las	
  MSCs	
  y	
  otros	
  elementos	
  del	
  estroma	
  tumoral,	
  promoviendo	
  tal	
  

vez	
   la	
   tumorogénesis	
   y	
   el	
   crecimiento	
   de	
   los	
   tumores.	
   Ferrand	
   et	
   al.,	
   demostró	
   la	
  

capacidad	
  de	
  las	
  MSCs	
  tanto	
  in	
  vitro	
  como	
  in	
  vivo	
  de	
  adquirir	
  características	
  epiteliales	
  

mediante	
   mecanismos	
   de	
   fusión	
   celular	
   con	
   células	
   tumorales	
   epiteliales	
   gástricas	
   e	
  

intestinales.	
   En	
   este	
   proceso,	
   las	
   MSCs	
   sufrieron	
   la	
   perdida	
   de	
   expresión	
   de	
   sus	
  

marcadores	
   típicos,	
   sugiriendo	
   la	
   posibilidad	
   de	
   ser	
   un	
   proceso	
   previo	
   a	
   su	
  

reprogramación	
  y	
  posterior	
  diferenciación	
  a	
   células	
   epiteliales	
   (Ferrand	
  et	
   al.,	
   2011).	
  

En	
   nuestros	
   resultados,	
   encontramos	
   en	
   el	
   caso	
   de	
   los	
   tumores	
   de	
   los	
   animales	
   que	
  

recibieron	
   la	
   administración	
   intravenosa	
   de	
   hAMCs,	
   hEESCs	
   e	
   hiPSCs,	
   formaciones	
  

óseas,	
   demostrando	
   la	
   capacidad	
   de	
   estas	
   células	
   para	
   diferenciarse	
   a	
   células	
   del	
  

mismo	
   linaje	
   mesenquimal.	
   Sin	
   embargo,	
   las	
   líneas	
   BMhMSCs,	
   hASCs	
   y	
   hESSCs	
   no	
  

fueron	
  capaces	
  de	
  diferenciarse.	
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5.6.	
  Cambios	
  en	
  el	
  patrón	
  de	
  expresión	
  de	
  diferentes	
  genes	
  relacionados	
  con	
  la	
  

migración	
  

Aunque	
  los	
  mecanismos	
  por	
  los	
  que	
  las	
  MSCs	
  son	
  capaces	
  de	
  migrar,	
  no	
  son	
  del	
  

todo	
  entendidos	
  todavía,	
  se	
  cree	
  que	
  la	
  principal	
  causa	
  es	
  la	
  liberación	
  de	
  un	
  gradiente	
  

de	
   factores	
   quimioatrayentes	
   por	
   parte	
   del	
   tumor	
   y	
   la	
   expresión	
   de	
   un	
   conjunto	
   de	
  

receptores	
   de	
   quimioquinas	
   y	
   citoquinas	
   en	
   la	
   superficie	
   celular	
   de	
   las	
  MSCs,	
   que	
   in	
  

vitro	
   responden	
   funcionalmente	
  a	
  esos	
   ligandos	
  mientras	
  que	
   in	
  vivo,	
   su	
  modificación	
  

implica	
  cambios	
  en	
  su	
  comportamiento	
  y	
  en	
   la	
  capacidad	
  de	
  migración	
  (Honczarenko	
  

et	
  al.,	
  2006;	
  Ponte	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Ringe	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Sordi	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Von	
  Lüttichau	
  et	
  al.,	
  

2005).	
  	
  

Generalmente,	
  la	
  actividad	
  quimiotáctica	
  de	
  las	
  quimioquinas	
  es	
  menos	
  eficiente	
  

que	
  la	
  producida	
  por	
  distintos	
  factores	
  de	
  crecimiento	
  como	
  IGF-­‐1	
  y	
  PDGF-­‐AB,	
  aún	
  así,	
  

las	
  quimioquinas	
  con	
  mayor	
  actividad	
  en	
  la	
  migración	
  de	
  las	
  MSCs	
  parecen	
  ser	
  CCL5	
  o	
  

RANTES,	
   CXCL12	
   o	
   SDF-­‐1	
   y	
   CCL2	
   o	
   MCP-­‐1	
   (Ponte	
   et	
   al.,	
   2007).	
   Honczarenko	
   et	
   al.,	
  

muestra	
   in	
   vitro	
   que	
   las	
   BMhMSCs	
   secretan	
   un	
   amplio	
   panel	
   de	
   quimioquinas	
   como	
  

CXCL12,	
   CCL2	
   y	
   CCL5,	
   que	
   están	
   implicadas	
   en	
   la	
   activación	
   de	
   diferentes	
   rutas	
   de	
  

señalización	
   como	
   MAPK,	
   FAK	
   y	
   STAT	
   para	
   la	
   inducción	
   de	
   distintas	
   respuestas	
  

biológicas,	
   revelando	
   posibles	
   efectos	
   autocrinos	
   asociados	
   a	
   estas	
   moléculas	
  

(Honczarenko	
  et	
  al.,	
  2006).	
  	
  

Entre	
  las	
  diferentes	
  parejas	
  de	
  receptor	
  y	
  ligando	
  descritos	
  como	
  responsables	
  

de	
   la	
   migración	
   destacan	
   la	
   pareja	
   CXCR4/CXCL12.	
   En	
   numerosos	
   trabajos	
   y	
  

empleando	
  diferentes	
  modelos	
  de	
  tumor,	
  tanto	
  in	
  vitro	
  como	
  in	
  vivo	
  (R	
  M	
  Dwyer	
  et	
  al.,	
  

2007;	
  Heissig	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Orimo	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Petit	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Ponte	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Ringe	
  

et	
  al.,	
  2007;	
  Sordi	
  et	
  al.,	
  2005),	
  se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  la	
  migración	
  de	
  las	
  BMhMSCs	
  es	
  	
  

dependiente	
  de	
  la	
  dosis	
  de	
  CXCR4/CXCL12	
  a	
  través	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  la	
  ruta	
  PI3K/Akt	
  

(Yu	
   et	
   al.,	
   2010).	
   Posteriormente	
   ha	
   sido	
   también	
   descrito	
   en	
   otras	
   líneas	
   de	
   hMSCs,	
  

como	
  en	
  las	
  derivadas	
  de	
  líquido	
  amniótico	
  (Kang	
  et	
  al.,	
  2012)	
  y	
  de	
  la	
  sangre	
  del	
  cordón	
  

umbilical	
   (Yang	
   et	
   al.,	
   2012).	
   En	
   condiciones	
   de	
   hipoxia,	
   tanto	
   las	
   células	
   tumorales	
  

como	
   las	
   células	
   del	
   estroma	
   tumoral,	
   como	
   los	
   TAFs,	
   son	
   capaces	
   de	
   inducir	
   la	
  

expresión	
  de	
  CXCL12	
  (Kryczek,	
  Wei,	
  Keller,	
  Liu,	
  &	
  Zou,	
  2007;	
  Ryu	
  et	
  al.,	
  2010),	
  y	
  de	
  este	
  

modo	
  promover	
  el	
  crecimiento	
  tumoral	
  y	
  la	
  angiogénesis	
  (Mishra	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

Wynn	
  et	
  al.,	
  examinaron	
   la	
  expresión	
  de	
  CXCR4	
  en	
  hMSCs	
  mantenidas	
   in	
  vitro,	
  	
  

mostrando	
  que	
  el	
   receptor	
  esta	
  presente	
  en	
  menos	
  de	
  1%	
  en	
   la	
   superficie	
   celular.	
  La	
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mayoría	
  de	
  CXCR4	
  (83-­‐98%)	
  está	
  localizado	
  de	
  forma	
  intracelular	
  en	
  compartimentos	
  

endosomales,	
   pudiendo	
   ser	
   movilizado	
   a	
   la	
   superficie	
   celular	
   tras	
   la	
   estimulación	
  

mediada	
   por	
   citoquinas	
   (Chamberlain	
   et	
   al.,	
   2007;	
   Son	
   et	
   al.,	
   2006),	
   ya	
   que	
   tras	
   el	
  

empleo	
   de	
   un	
   antagonista	
   de	
   CXCR4,	
   el	
   AMD3100,	
   la	
   quimiotaxis	
   de	
   las	
   MSCs	
   hacia	
  

CXCL12	
  fue	
  inhibida	
  de	
  forma	
  significativa,	
  confirmando	
  que	
  la	
  pareja	
  CXCR4/CXCL12	
  

regula	
  la	
  respuesta	
  migratoria	
  de	
  las	
  MSCs.	
  

La	
  relación	
  entre	
  la	
  migración	
  y	
  el	
  estado	
  inflamatorio	
  (Ponte	
  et	
  al.,	
  2007)	
  pudo	
  

ser	
   confirmado	
   en	
   un	
   ensayo	
   in	
   vitro	
   en	
   el	
   que	
   el	
   pretratamiento	
   con	
   TNFα	
   de	
   las	
  

BMhMSCs	
   incrementó	
   la	
   capacidad	
   de	
   migración,	
   al	
   igual	
   que	
   con	
   MMP2,	
   CXCL12	
   y	
  

CCL5.	
  En	
  este	
  sentido,	
  CCL2	
  juega	
  un	
  importante	
  papel	
  en	
  el	
  reclutamiento	
  y	
  activación	
  

de	
  los	
  macrófagos	
  en	
  procesos	
  inflamatorios,	
  y	
  como	
  muestran	
  los	
  resultados	
  de	
  Dwyer	
  

et	
   al.,	
   controlando	
   la	
   migración	
   de	
   las	
   MSCs	
  mediante	
   su	
   secreción	
   por	
   parte	
   de	
   las	
  

células	
   del	
   tumor	
   (R	
   M	
   Dwyer	
   et	
   al.,	
   2007).	
   Sin	
   embargo,	
   otros	
   estudios	
   in	
   vitro	
   no	
  

detectan	
  ningún	
  efecto	
  quimiotáctico	
  en	
  las	
  BMhMSCs	
  en	
  respuesta	
  a	
  CCL2	
  (Ringe	
  et	
  al.,	
  

2007).	
   Todos	
   estos	
   resultados	
   contradictorios	
   pueden	
   ser	
   explicados	
   a	
   la	
   falta	
   de	
  

homogeneidad	
   en	
   las	
   poblaciones	
   empleadas	
   (Dawson,	
   Chae,	
   Jain,	
   &	
   Duda,	
   2011),	
  

variaciones	
  entre	
  los	
  donantes,	
  origen	
  de	
  las	
  MSCs,	
  condiciones	
  en	
  que	
  son	
  mantenidas	
  

in	
  vitro,	
  confluencia,	
  número	
  de	
  pases	
  y	
  condiciones	
  de	
  hipoxia.	
  	
  

Nuestros	
   resultados	
   mostraron,	
   que	
   por	
   lo	
   general,	
   cuando	
   las	
   MSCs	
   son	
  

injertadas	
   en	
   el	
  microambiente	
   tumoral,	
   se	
   produce	
   un	
   descenso	
   en	
   la	
   expresión	
   de	
  

diferentes	
  genes	
  relacionados	
  con	
  migración	
  en	
  el	
   tumor	
   tras	
  4	
  semanas,	
  aunque	
  con	
  

diferencias	
   dependiendo	
   del	
   tipo	
   de	
   hMSCs	
   administrada.	
   En	
   todos	
   los	
   casos,	
   la	
  

expresión	
  de	
   la	
  pareja	
  CXCR4	
  y	
  CXCL12	
  en	
  el	
  microambiente	
   tumoral	
   fue	
  disminuida	
  

significativamente	
  comparada	
  con	
   los	
  niveles	
  obtenidos	
  en	
   los	
   tumores	
  control.	
  En	
  el	
  

caso	
  de	
  las	
  hiPSCs,	
  los	
  niveles	
  de	
  expresión	
  de	
  cada	
  uno	
  de	
  los	
  genes	
  analizados	
  fueron	
  

mayores	
   comparados	
   con	
   el	
   control,	
   excepto	
   para	
   CXCL12.	
   Con	
   estos	
   resultados,	
   y	
   a	
  

diferencia	
  de	
   lo	
  observado	
   con	
   las	
  MSCs,	
   los	
  niveles	
  de	
  CXCR4	
   fueron	
   incrementados	
  

rompiendo	
   la	
   correlación	
  del	
   eje	
  CXCR4/CXCL12.	
  Esta	
   razón	
  podría	
   ser	
   consecuencia	
  

de	
  que	
  la	
  expresión	
  de	
  CXCL12	
  esta	
  relacionada	
  a	
  fracciones	
  más	
  inmaduras	
  de	
  MSCs	
  o	
  

del	
  estado	
  embrionario	
  (Kortesidis	
  et	
  al.,	
  2005).	
  	
  

Varias	
  excepciones	
  se	
  detectaron	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  los	
  genes	
  MMP2	
  y	
  CCL5.	
  MMP2	
  

es	
   sobreexpresado	
   en	
   condiciones	
   de	
   hipoxia,	
   y	
   se	
   ha	
   propuesto	
   que	
   confieren	
   a	
   las	
  

células	
  tumorales	
  la	
  habilidad	
  de	
  atravesar	
  las	
  barreras	
  biológicas	
  e	
  iniciar	
  un	
  proceso	
  

metastásico.	
   Las	
   MSCs,	
   son	
   también	
   capaces	
   de	
   secretar	
   estas	
   MMPs,	
   pudiendo	
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participar	
   en	
   el	
   proceso	
   migratorio	
   (Bhoopathi	
   et	
   al.,	
   2011;	
   Son	
   et	
   al.,	
   2006).	
   En	
  

nuestros	
   resultados,	
   encontramos	
   que	
   en	
   el	
   caso	
   de	
   los	
   tumores	
   a	
   los	
   que	
   se	
   les	
  

administró	
   las	
   hEESCs,	
   los	
   niveles	
   de	
   expresión	
   de	
   MMP2	
   aumentaron.	
   Soria	
   at	
   al.,	
  

mostraron	
   que	
   la	
   expresión	
   de	
   CCL2	
   y	
   CCL5	
   son	
   adquiridas	
   en	
   el	
   curso	
   de	
   la	
  

transformación	
  maligna	
   de	
   las	
   células	
   tumorales	
   y	
  median	
   la	
   comunicación	
   entre	
   las	
  

células	
   tumorales	
   y	
   las	
   células	
   del	
   estroma	
   tumoral	
   (Makinoshima	
  &	
  Dezawa,	
   2009).	
  

CCL5	
  aumentó	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  los	
  tumores	
  en	
  los	
  que	
  se	
  les	
  administró	
  las	
  hAMCs.	
  Estos	
  

resultados	
  sugirieren	
  diferencias	
  en	
  el	
  efecto	
  generado	
  por	
   las	
  distintas	
  MSCs	
  y	
  en	
  su	
  

función	
   paracrina	
   y	
   autocrina	
   pudiendo	
   ser	
   debidas	
   principalmente	
   a	
   las	
   distintas	
  

condiciones	
  entre	
   los	
  nichos	
  de	
  MSCs,	
   indicando	
  además	
   la	
   importancia	
  de	
  mantener	
  

estas	
   células	
   en	
   las	
   condiciones	
   idóneas	
   para	
   evitar	
   una	
   posible	
   modificación	
   en	
   el	
  

patrón	
   de	
   expresión	
   de	
   sus	
   receptores,	
   lo	
   que	
   podría	
   concluir	
   en	
   diferencias	
  

migratorias	
  (Chamberlain	
  et	
  al.,	
  2007).	
  

	
  

5.7.	
  Efecto	
  terapéutico	
  antitumoral	
  

La	
   habilidad	
   de	
   las	
  MSCs	
   de	
  migrar	
   específicamente	
   a	
   las	
   zonas	
   tumorales	
   ha	
  

permitido	
   su	
   uso	
   como	
   herramienta	
   terapéutica	
   antitumoral,	
   para	
   transportar	
   las	
  

terapias	
   específicamente	
   al	
   área	
  neoplásica	
   (Loebinger	
  &	
   Janes,	
   2010).	
   Las	
  MSCs	
  han	
  

sido	
   modificadas	
   para	
   permitir	
   la	
   expresión	
   de	
   proteínas	
   antiangiogénicas	
   (Ghaedi,	
  

2011)	
  o	
  interferón	
  β	
  (IFN-­‐β)	
  en	
  diferentes	
  modelos	
  de	
  tumor	
  como	
  gliomas,	
  	
  cáncer	
  de	
  

mama,	
  melanoma	
  o	
  próstata	
  (Kidd	
  et	
  al.,	
  2010).	
  El	
  uso	
  de	
  estas	
  MSCs-­‐IFN-­‐β	
  suprime	
  el	
  

crecimiento	
  de	
  las	
  células	
  tumorales	
  por	
  inducción	
  de	
  células	
  a	
  sufrir	
  una	
  acumulación	
  

en	
   fase	
   S,	
   incremento	
   de	
   la	
   apoptosis,	
   reduciendo	
   así	
   el	
   tamaño	
   de	
   los	
   tumores	
   e	
  

incrementando	
   la	
   tasa	
   de	
   supervivencia.	
   Las	
   MSCs	
   también	
   han	
   sido	
   modificadas	
  

mediante	
  el	
  empleo	
  de	
  vectores	
  adenovirales	
  para	
  la	
  expresión	
  de	
  IL-­‐12	
  o	
  	
  mediante	
  el	
  

uso	
   de	
   vectores	
   lentivirales	
   condicionados	
   para	
   la	
   expresión	
   de	
   la	
   proteína	
  

transmembrana	
   TRAIL	
   bajo	
   el	
   control	
   de	
   doxiciclina,	
   mostrando	
   reducción	
   de	
   las	
  

metástasis	
  originadas	
  de	
  tumores	
  subcutáneo,	
  	
  (Luetzkendorf	
  et	
  al.,	
  2010),	
  	
  mediante	
  el	
  

uso	
  de	
  CRAds	
  (Komarova,	
  Kawakami,	
  Stoff-­‐Khalili,	
  Curiel,	
  &	
  Pereboeva,	
  2006)	
  o	
  con	
  el	
  

empleo	
   de	
   MSCs	
   expresando	
   genes	
   suicidas	
   como	
   la	
   timidina	
   quinasa	
   de	
   herpes	
  

simples	
   (HSV-­‐TK)	
  o	
   la	
   citosina	
  deaminasa	
   (CD)	
  y	
  el	
  uso	
  combinado	
  con	
  su	
  prodrogas	
  

ganciclovir	
  o	
  la	
  5-­‐fluorocitosina	
  respectivamente	
  (N.-­‐H.	
  Kang	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Kosaka	
  et	
  al.,	
  

2012).	
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Nuestros	
   resultados	
  confirmaron	
   los	
   resultados	
  obtenidos	
  por	
  Dywer	
  et	
  al.	
  En	
  

este	
   trabajo	
   las	
   BMhMSCs	
   infectadas	
   previamente	
   con	
   un	
   AdhNIS,	
   mostraron	
   una	
  

reducción	
   del	
   tamaño	
   de	
   los	
   tumores,	
   en	
   un	
   modelo	
   de	
   cáncer	
   de	
   mama	
   de	
   células	
  

MDA-­‐MB-­‐231,	
  tras	
  el	
  tratamiento	
  con	
  I131.	
  La	
  reducción	
  del	
  tamaño	
  a	
  las	
  tres	
  semanas	
  

de	
   la	
   administración	
   del	
   I131	
   fue	
   de	
   aproximadamente	
   2	
   veces,	
   frente	
   a	
   las	
   3,5	
   veces	
  

obtenidas	
   en	
   nuestros	
   resultados,	
   comparado	
   con	
   los	
   animales	
   control	
   que	
   no	
  

recibieron	
   el	
   tratamiento	
   de	
   I131	
   (Roisin	
   M	
   Dwyer	
   et	
   al.,	
   2011).	
   Estas	
   diferencias	
  

pudieron	
  ser	
  debidas	
  al	
  modelo	
  de	
  tumor	
  empleado,	
  al	
  tipo	
  de	
  MSCs	
  empleada,	
  ya	
  que	
  

en	
  nuestro	
   trabajo	
   empleamos	
  mBMSCs	
  y	
  diferimos	
   también	
  en	
   el	
   tamaño	
  del	
   tumor	
  

inicial	
   (100mm3	
   vs.	
   50mm3).	
   Estos	
   resultados	
   confirman	
   la	
   utilidad	
   del	
   uso	
   del	
   gen	
  

hNIS	
   como	
  herramienta	
   de	
   visualización	
  para	
   el	
   seguimiento	
   de	
   las	
   células	
  mediante	
  

SPECT/CT	
   y	
   radioisótopos	
   como	
   Tc99m	
   o	
   I123,	
   	
   y	
   su	
   uso	
   además	
   como	
   herramienta	
  

terapéutica	
  mediante	
  el	
  tratamiento	
  con	
  I131.	
  

	
  

5.8.	
  Mejora	
  de	
  la	
  infección	
  adenoviral	
  

El	
   receptor	
   CAR,	
   proteína	
   de	
   membrana	
   tipo	
   I,	
   ha	
   sido	
   identificado	
   como	
   el	
  

principal	
  receptor	
  usado	
  por	
  los	
  vectores	
  adenovirales	
  que	
  se	
  emplean	
  en	
  aplicaciones	
  

terapéuticas.	
  La	
  entrada	
  en	
   las	
  células	
  es	
   iniciada	
  por	
   la	
   interacción	
  de	
   la	
   fibra	
  con	
  el	
  

receptor	
  CAR	
  de	
   la	
  superficie	
  celular.	
  Esta	
  unión	
  permite	
  una	
  segunda	
  interacción	
  del	
  

péptido	
   RGD	
   (Arg-­‐Gly-­‐Asp)	
   de	
   la	
   base	
   del	
   pentón	
   de	
   la	
   capside	
   con	
   diferentes	
  

integrinas,	
   como αvβ5,	
  αvβ3,	
  α5β1	
  y	
  αvβ1,	
  ayudando	
  a	
   la	
   internalización	
  del	
  adenovirus	
  

en	
  el	
  interior	
  celular.	
  Aunque	
  los	
  niveles	
  de	
  transferencia	
  génica	
  mediante	
  el	
  empleo	
  de	
  

vectores	
  adenovirales	
  son	
  muy	
  altos,	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  algunos	
  tipos	
  celulares,	
  entre	
  los	
  que	
  

se	
   encuentran	
   con	
   frecuencia	
   las	
   células	
   tumorales,	
   la	
   eficacia	
   de	
   la	
   infección	
   es	
   baja	
  

debida	
  a	
  la	
  escasa	
  o	
  nula	
  de	
  expresión	
  de	
  CAR,	
  que	
  determina	
  su	
  tropismo.	
  	
  

La	
  modificación	
   de	
   las	
   proteínas	
   de	
   la	
   fibra,	
   añadiendo	
   distintos	
   péptidos,	
   ha	
  

sido	
  una	
  estrategia	
  empleada,	
  con	
  éxito,	
  para	
  aumentar	
  la	
  eficacia	
  de	
  la	
  infección.	
  Entre	
  

estas	
  estrategias	
  encontramos	
  el	
  uso	
  de	
   (i)	
  una	
   fibra	
  mutante	
  conteniendo	
  el	
  péptido	
  

RGD	
   (Yong	
   et	
   al.,	
   2009)	
   para	
   aumentar	
   las	
   interacciones	
   con	
   las	
   integrinas,	
   (ii)	
   una	
  

cadena	
   de	
   residuos	
   de	
   lisinas	
   (vector	
   AdK7)	
   que	
   en	
   este	
   caso	
   tienen	
   como	
   fin	
   la	
  

interacción	
  específica	
  con	
  integrinas	
  αv,	
  (iii)	
  el	
  uso	
  inespecífico	
  de	
  residuos	
  de	
  heparan	
  

sulfato	
  en	
  la	
  superficie	
  celular	
  o	
  (iv)	
   la	
  sustitución	
  de	
  la	
  fibra	
  con	
  otra	
  perteneciente	
  a	
  

los	
  serotipos	
  Ad16,	
  Ad35	
  o	
  Ad50,	
  permitiendo	
  de	
  esta	
  manera	
  la	
  interacción	
  con	
  otros	
  

receptores	
   celulares,	
   como	
   CD46,	
   CD80	
   y	
   CD86	
   (Kawabata,	
   Sakurai,	
   Koizumi,	
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Hayakawa,	
  &	
  Mizuguchi,	
  2005).	
  Estos	
  vectores	
  adenovirales	
  con	
  la	
  fibra	
  modificada	
  han	
  

sido	
   aplicados	
   para	
  mejorar	
   las	
   eficacias	
   de	
   la	
   transferencia	
   génica	
   en	
   las	
   MSCs.	
   Sin	
  

embargo,	
  la	
  modificación	
  de	
  las	
  cápsidas	
  no	
  es	
  de	
  metodología	
  sencilla,	
  ya	
  que	
  requiere	
  

de	
  un	
  amplio	
  conocimiento	
  del	
  vector	
  adenoviral	
  y	
  de	
  ingeniería	
  genética	
  para	
  obtener	
  

fibras	
  funcionales.	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  CRAds,	
  la	
  modificación	
  de	
  la	
  cápsida,	
  puede	
  resultar	
  en	
  

bajos	
  niveles	
  de	
  replicación	
  viral	
  ya	
  que	
  estas	
  modificaciones	
  pueden	
  interferir	
  con	
  la	
  

producción	
  de	
  la	
  progenie	
  y	
  la	
  oncolisis	
  viral	
  (Raki,	
  Rajecki,	
  Kirn,	
  &	
  Hemminki,	
  2009).	
  

De	
   esta	
   forma	
   han	
   sido	
   planteadas	
   otras	
   estrategias	
   alternativas	
   en	
   las	
   que	
   no	
   se	
  

requiera	
  de	
  modificación	
  de	
  la	
  cápsida	
  (Alenzi,	
  Lotfy,	
  Tamimi,	
  &	
  Wyse,	
  2010;	
  J.-­‐W.	
  Choi,	
  

Lee,	
  Kim,	
  &	
  Yun,	
  2012).	
  

Nuestros	
  resultados	
  muestran	
  un	
  incremento	
  mayor	
  de	
  60	
  veces	
  en	
  los	
  niveles	
  

de	
   transferencia	
   génica	
   mediante	
   el	
   uso	
   de	
   complejos	
   de	
   Ad	
   y	
   derivados	
   de	
  

poletilenimina	
   conjugados	
   con	
   el	
   péptido	
   RGD	
   (Ad/PEI-­‐RGD)	
   en	
   su	
   superficie,	
  

comparado	
   con	
   la	
   infección	
   con	
   el	
   AdGFP	
   sólo	
   en	
   las	
   MSCs.	
   Ensayos	
   con	
   el	
   AdK7	
  

muestran	
  una	
  eficacia	
  en	
  la	
  transferencia	
  génica	
  de	
  460	
  veces	
  mayor	
  comparado	
  con	
  un	
  

vector	
   adenoviral	
   convencional,	
   mientras	
   un	
   vector	
   conteniendo	
   la	
   fibra	
   de	
   Ad35	
  

(AdF35)	
   o	
   el	
   AdRGD	
   aumentan	
   los	
   niveles	
   de	
   transferencia	
   génica	
   160	
   o	
   16	
   veces	
  

respectivamente	
   (Mizuguchi,	
   Sasaki,	
   Kawabata,	
   Sakurai,	
   &	
   Hayakawa,	
   2005).	
   La	
  

transferencia	
  génica	
  mediante	
  transfección	
  adenoviral	
  con	
  los	
  complejos	
  Ad/PEI-­‐RGD,	
  

no	
  alteró	
  el	
  fenotipo	
  ni	
  la	
  capacidad	
  de	
  migración	
  de	
  las	
  MSCs,	
  demostrando	
  la	
  utilidad,	
  

la	
  eficacia	
  y	
  la	
  seguridad	
  de	
  esta	
  estrategia.	
  	
  

El	
   interés	
   de	
   la	
   comunidad	
   científica	
   en	
   estas	
   estrategias	
   ha	
   sido	
   tal,	
   que	
   las	
  

compañias	
   biotecnológicas	
   han	
   comenzado	
   a	
   comercializar	
   formulaciones.	
   Entre	
   las	
  

estrategias	
  comerciales	
  que	
  han	
  aparecido	
  en	
  los	
  ultimos	
  años,	
  mostrando	
  altos	
  niveles	
  

de	
   transferencia	
   génica	
   mediante	
   el	
   uso	
   de	
   distintos	
   reactivos	
   para	
   la	
   transfección	
  

adenoviral	
   en	
   células	
   CAR	
   negativas,	
   hay	
   que	
   destacar	
   el	
   uso	
   de	
   ViraDuctin™	
   de	
   Cell	
  

Biolabs	
   (USA),	
   en	
  el	
  que	
   los	
  niveles	
  de	
   transferencia	
  génica	
  aumentan	
  hasta	
  12	
  veces	
  

comparado	
  con	
  la	
   infección	
  convencional	
  (Ackerman,	
  Summerfield,	
  Vandre,	
  Robinson,	
  

&	
  Kniss,	
  2008).	
  De	
  esta	
  manera	
  podemos	
  afirmar	
  que	
  la	
  combinación	
  entre	
  el	
  derivado	
  

de	
  poletilenimina	
  conjugado	
  con	
  el	
  péptido	
  RGD	
  y	
  los	
  adenovirus	
  (Ad/PEI-­‐RGD),	
  es	
  más	
  

eficaz	
  que	
  las	
  existentes	
  en	
  el	
  ámbito	
  comercial	
  actual.	
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Primera.	
   Las	
   MSCs	
   son	
   capaces	
   de	
   migrar	
   a	
   zonas	
   de	
   daño	
   o	
   hacia	
   procesos	
  

inflamatorios	
   tras	
   su	
   administración	
   sistémica,	
   independientemente	
  de	
   la	
  patología	
  o	
  

enfermedad.	
  

	
  

Segunda.	
   Las	
   MSCs	
   procedentes	
   de	
   diferentes	
   tejidos	
   u	
   órganos	
   estudiadas,	
   son	
  

capaces	
   de	
   migrar	
   al	
   microambiente	
   tumoral	
   tras	
   su	
   administración	
   sistémica,	
  

pudiendo	
  detectarse	
  durante	
  un	
  periodo	
  largo	
  de	
  tiempo	
  mediante	
  diferentes	
  técnicas	
  

de	
  imagen	
  molecular.	
  

	
  

Tercera.	
   El	
   estudio	
   de	
   las	
   MSCs	
   aisladas	
   de	
   diferentes	
   tejidos	
   u	
   órganos,	
   muestra	
  

características	
   similares	
   entre	
   ellas	
   pero	
   con	
   diferencias	
   en	
   el	
   patrón	
   de	
   expresión,	
  

potencial	
   multipotente,	
   habilidad	
   de	
   migración	
   y	
   efecto	
   generado	
   en	
   las	
   zonas	
  

tumorales,	
   pudiendo	
   ser	
   debidas	
   a	
   diferencias	
   en	
   las	
   que	
   se	
   encuentran	
   en	
   su	
   nicho	
  

natural	
   in	
   vivo,	
   a	
   diferencias	
   en	
   los	
   protocolos	
   para	
   aislarlas,	
   	
   a	
   las	
   condiciones	
   no	
  

fisiológicas	
   en	
   las	
   que	
   son	
   mantenidas	
   en	
   cultivo	
   o	
   a	
   cualquier	
   otro	
   factor	
   aún	
  

desconocido.	
  

	
  

Cuarta.	
  Las	
  BMhMSCs	
  possen	
  menor	
  capacidad	
  de	
  migración	
  a	
   las	
  zonas	
   tumorales	
  y	
  

menor	
  efecto	
  protumorogénico,	
  mientras	
  que	
   las	
  hAMCs	
  y	
  a	
   las	
  hEESCs	
  son	
   las	
   líneas	
  

con	
  mayor	
  habilidad	
  para	
  migrar	
  tanto	
  in	
  vitro	
  como	
  in	
  vivo,	
  originando	
  los	
  tamaños	
  de	
  

tumores	
  más	
  grandes.	
  Estas	
  células	
  mostraro	
  diferencias	
  en	
  el	
  patrón	
  de	
  expresión	
  de	
  

genes	
   relacionados	
   con	
   pluripotencia,	
   indicando	
   que	
   esta	
   diversidad	
   podría	
   provenir	
  

de	
  un	
  estado	
  intermedio	
  entre	
  las	
  células	
  troncales	
  adultas	
  y	
  las	
  embrionarias,	
  aunque	
  

mostrand	
   características	
   más	
   cercanas	
   a	
   las	
   células	
   adultas,	
   como	
   su	
   capacidad	
  

proliferativa	
  y	
  su	
  potencial	
  de	
  diferenciación	
  in	
  vitro.	
  

	
  
	
  
Quinta.	
   El	
   potencial	
   que	
   poseen	
   	
   las	
   MSCs	
   para	
   migrar	
   de	
   forma	
   específica	
   a	
   zonas	
  

tumorales	
  las	
  hace	
  un	
  herramienta	
  ideal	
  para	
  su	
  utilización	
  como	
  vehículos	
  o	
  vectores	
  

de	
  terapias	
  antitumorales,	
  en	
  una	
  terapia	
  génica	
  y	
  celular	
  combinada.	
  Sin	
  embargo,	
  los	
  

datos	
  necesarios	
  para	
  la	
  elección	
  del	
  tipo	
  celular	
  adecuado	
  aún	
  es	
  limitado	
  debido	
  a	
  la	
  

heterogeneidad	
   entre	
   poblaciones,	
   a	
   las	
   diferencias	
   observadas	
   entre	
   diferentes	
  

modelos	
   tumorales,	
   vías	
   de	
   administración	
   y	
   dosis,	
   confirmando	
   la	
   necesidad	
   de	
  

continuar	
  estudiando	
  la	
  naturaleza	
  de	
  estas	
  células	
  y	
  obtener	
  criterios	
  más	
  específicos	
  

y	
  restrictivos	
  para	
  la	
  seguridad	
  en	
  su	
  empleo	
  en	
  aplicaciones	
  clínicas.	
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Sexta.	
   A	
   pesar	
   de	
   las	
   hipótesis	
   actuales	
   sobre	
   el	
   destino	
   de	
   las	
   MSCs	
   en	
   el	
  

microambiente	
  tumoral	
  nuestros	
  resultados	
  no	
  demuestran	
  eventos	
  de	
  fusión	
  entre	
  	
  las	
  

MSCs	
   y	
   las	
   células	
   tumorales.	
   Sin	
   embargo	
   en	
   el	
   caso	
   de	
   las	
   hAMCs	
   y	
   hEESCs	
   se	
  

observaron	
   zonas	
   de	
   osificación	
   intratumoral	
   in	
   vivo	
   que	
   podrían	
   provenir	
   de	
   la	
  

diferenciación	
  de	
  las	
  MSCs	
  en	
  los	
  tumores.	
  	
  

	
  

Séptima.	
   La	
   utilización	
   de	
   hNIS	
   para	
   la	
   visualización	
   y	
   el	
   seguimiento	
   de	
   las	
   células	
  

administradas	
   mediante	
   técnicas	
   de	
   imagen	
   molecular	
   empleadas	
   en	
   clínica	
   como	
  

SPECT/CT	
  o	
  PET,	
  junto	
  con	
  el	
  empleo	
  de	
  radioisótopos	
  como	
  Tc99m	
  o	
  I123,	
  	
  y	
  su	
  posterior	
  

uso	
   como	
   herramienta	
   terapéutica	
   mediante	
   el	
   tratamiento	
   con	
   I131,	
   lo	
   hace	
   una	
  

herramienta	
  de	
  gran	
  utilidad	
  para	
  aplicaciones	
  de	
  terapia	
  génica	
  y	
  celular	
  combinada.	
  

	
  
Octava.	
  La	
  combinación	
  entre	
  el	
  derivado	
  de	
  poletilenimina	
  conjugado	
  con	
  el	
  péptido	
  

RGD	
  y	
  los	
  adenovirus	
  (Ad/PEI-­‐RGD),	
  constituye	
  una	
  herramienta	
  eficaz	
  para	
  aumentar	
  

los	
  niveles	
  de	
  transferencia	
  génica	
  en	
  células	
  CAR	
  negativas,	
  como	
  las	
  MSCs,	
  evitando	
  la	
  

necesidad	
   de	
  manipulación	
   del	
   genoma	
   adenoviral	
   para	
   conseguir	
   niveles	
   aceptables	
  

de	
  tranferencia	
  génica	
  sin	
  necesitar	
  infectar	
  con	
  altas	
  dosis	
  virales.	
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