
The aim of this work was to establish the culture
conditions.
Material and method: Peripheral blood mononuclear
cells were isolated from 25 samples collected from the
cephalic vein. These were cultured in McCoy’s 5A
enriched with 20% of foetal bovine serum. The culture
was read at 7, 14 and 21 days, evaluating the
proliferation, confluence and the round cell/spindle cell
ratio. Moreover the 21st day surface markers and
phagocytic activity testing was carried out.
Results: Growth was achieved in all the cases but only
in two dishes were confluence areas retrieved. Spindle
cells were 36 ± 3.71% (mean ± SD). All the cells
showed intense signal against vimentin, CD34 marker
and the NBT test were positives.
Conclusions: Clear CD34 expression, positivity against
a connective tissue marker such as vimentin and
positivity in a phagocytic assay like the NBT-test,
support that stem cells, monocytes and fibroblasts share
common characteristics. 
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Introducción

Las células con morfología fibroblástica derivadas de la
sangre periférica tienen la capacidad de autorrenovarse
y originar células especializadas, características típicas
de las células madre o stem cell (SC)1, y para integrar to-
das estas variaciones morfológicas se utiliza el término
fibroblast-like2, que engloba a las unidades formadoras
de colonias fibroblásticas (CFU-F), los fibrocitos y las
células mesenquimales (CM). Aún no están bien defi-
nidas las diferencias entre estas células, y los intentos de
Castro-Malaspina et al3,4, para demostrar fibronectina y
colágeno en las CFU-F, o de Bucala et al5 y Le Blanc et
al6, con marcadores de superficie, no lograron dar una
respuesta definitiva. Una pieza muy relevante de este
puzle la pusieron Zhao et al7 al confirmar la función
stem cell pluripotente de los monocitos y sus derivados,
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Objetivos: El término fibroblast-like, célula madre de
sangre periférica, engloba a las unidades formadoras 
de colonias fibroblásticas, los fibrocitos y las células
mesenquimales. El diseño de este trabajo intenta
establecer las condiciones de cultivo.
Material y método: En 25 muestras de sangre venosa se
aislaron células mononucleares y se sembraron en
medio de cultivo McCoy’s 5A con suero bovino fetal al
20%. A los 7, 14 y 21 días se evaluó la proliferación, la
confluencia y la relación células redondas/células
alargadas. El día 21 se valoró la morfología, los
marcadores de superficie y la actividad fagocítica.
Resultados: En todos los cultivos se detectó crecimiento
celular positivo para la vimentina, CD34 y NBT. La
media ± desviación estándar del 36 ± 3,71% eran células
alargadas (fibrocitos) y sólo en 2 casos se registraron
áreas de confluencia.
Conclusiones: Los métodos de cultivo descritos son
adecuados para los seudofibroblastos de sangre
periférica. La positividad de CD34, prueba NBT y
vimentina demuestra que los seudofibroblastos tienen
características comunes con la célula madre, los
monocitos-macrófagos y los fibroblastos. 
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Objectives: The fibrocytes, the mesenchymal cells and
the colony forming units are included in the concept
fibroblast-like, peripheral-blood circulating stem cells.

Células mesenquimales y fibrocitos en sangre periférica.
Condiciones de cultivo
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los fibroblast-like, y demostraron que las células fibro-
blastoides CD14+, CD34+ y CD45+ pueden ser indu-
cidas a diferenciarse en macrófagos, linfocitos, células
epiteliales, neuronas y hepatocitos.
La potencialidad del uso clínico de las CM/fibrocitos,
procedentes de médula ósea, adquiere cada vez más im-
portancia al comprobarse su utilidad terapéutica en la
reparación del cartílago8 y el hueso9.
El diseño de este trabajo intenta establecer las condicio-
nes de cultivo de las CM/fibrocitos procedentes de san-
gre periférica, evaluando la identificación de los tipos
celulares y los parámetros más adecuados para su cuan-
tificación; es el primer paso para detectar en el futuro
las variaciones de los patrones de crecimiento en cultivo
relacionados con la enfermedad reumática inflamatoria.

Material y método

Se obtuvo muestras de sangre venosa de 25 donantes sa-
nos de entre 24 y 61 años, en tubos estériles con heparina
libre de conservantes. Las células mononucleares (CMN)
se aislaron después de extraerlas por centrifugación a 400
g durante 30 min en gradiente de densidad 1.077. Las
CMN se lavaron tres veces en medio de cultivo McCoy’s
5A y se cuantificaron en un contador Coulter Counter®.
El cultivo se hizo con una modificación de las técnicas
descritas por Gordon et al10 y Kaneko et al11. Sobre pla-
cas de Petri de 35 mm de diámetro se sembraron 106

CMN en 3 ml de medio de cultivo McCoy’s 5A suple-
mentado con antibióticos (100 U/ml de penicilina) y
suero bovino fetal descomplementado al 20%. Se culti-
varon a 37 °C, presión de CO2 al 5% y humedad a satu-
ración. Semanalmente se retiraba la mitad del medio de
cultivo y se lo sustituía por medio fresco. 
A los 7, 14 y 21 días de la siembra se evaluaron los cul-
tivos en un microscopio invertido Zeiss Axiovert 25. El
día 21 se retiraban los portas de cristal para valorar la
morfología (tinción de May-Grünwald-Giemsa), los
marcadores de superficie (CD34 y vimentina) y la acti-
vidad fagocítica (prueba de NBT) (figs. 1 y 2). El estu-
dio inmunocitoquímico se realizó con la técnica de la
fosfatasa-antifosfatasa alcalina conjugada con streptavi-
dina (BioGenex HK330-59K; BioGenex, San Ramón,
California, Estados Unidos), y se usó como anti-CD34
un anticuerpo primario de rata (PeliCluster CD34;CLB;
The Sauquin, Países Bajos), y para la expresión de la vi-
mentina, antivimentina de ratón (BioGenex. San Ra-
món, California, Estados Unidos). Para la prueba NBT
se siguió la técnica de Park et al12, que incuban las célu-
las con una solución de nitroazul de tetrazolio, lo que
permite visualizar el formazán (NBT reducido) en el ci-
toplasma de las células con capacidad de bacteriólisis.
La cuantificación se basó en tres parámetros: prolifera-
ción, confluencia y relación células redondas/células alar-
gadas. La proliferación definía el número de células en

la placa en cada una de las lecturas y se valoró en una
escala de 0 a 3 en la que el nivel 1 representaba la pre-
sencia de algunas células que no permitían considerar la
ausencia de crecimiento, y el nivel 2 indicaba un creci-
miento muy importante, pero que no llenaba toda la
placa y que por lo tanto excluía el nivel 3. La confluen-
cia implica la adherencia de células alargadas entre sí,
que pueden llegar a formar auténticas redes celulares
que cubren la placa. Se valoró con la misma escala que
la utilizada para la proliferación. Las células redondas 
y las células alargadas representan dos tipos morfológi-
cos fácilmente identificables en el cultivo, que com-
prenden todos los elementos proliferantes, aunque muy
probablemente cada uno de ellos represente un sistema
celular muy heterogéneo con distinta identidad y signi-
ficación funcional. Para cuantificar estos dos tipos celu-
lares se los consideró como partes de una población del
100% y se asignó a cada uno de ellos un porcentaje. 
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Figura 1. Células mesenquimales.

Figura 2. Área de confluencia a los 21 días (tinción con May-Grün-
wald-Giemsa).



Resultados

– Proliferación: en todas las muestras sembradas se de-
tectó crecimiento en las lecturas de los días 7, 14 y 21
con unos valores medios de 1,6, 1,6 y 1,4, respectiva-
mente. El análisis de estos datos muestra que no hay
diferencias significativas de crecimiento entre los tres
intervalos de cultivo, ni entre las distintas muestras (p
de crecimiento = 0,55). 
– Confluencia: sólo en 2 casos se registraron áreas de
confluencia entre las células alargadas.
– Relación células alargadas/células redondas: la separa-
ción de tipos celulares entre células redondas y células
alargadas permaneció constante a lo largo de todo el
cultivo. Las células alargadas representaron el 31, el 35
y el 26% del total del crecimiento los días 7, 14 y 21,
respectivamente. No hubo diferencias significativas en-
tre las tres fases (p de células redondas = 0,31). 
– Inmunocitoquímica: vimentina y CD34. Todas las
células del cultivo, células redondas y células alargadas,
expresaban una intensa positividad para la vimentina.
El CD34 fue positivo en el 53% de las células alargadas.
– Prueba de NBT: se detectaron gránulos de formazán
(células NBT positivas) en el 80% de las células redon-
das y en el 35% de las células alargadas.

Discusión

Aún no podemos decir con seguridad si las células fi-
broblastoides (fibroblast-like) que pueden obtenerse por
cultivo líquido de sangre periférica son las mismas célu-
las que los fibrocitos o las células mesenquimales circu-
lantes porque los marcadores de superficie, y concreta-
mente el CD34 –indicador del carácter de stem cell
hematopoyético–, se expresan en los fibrocitos 5 y en
las células descritas por Zhao et al7 y es negativo en las
células mesenquimales6. Nuestros resultados evidencian
una clara expresión CD34+ en los fibroblast-like que,
sumada a la positividad a la vimentina (marcador de te-
jido conectivo) y al NBT-test (indicador de actividad
fagocítica), señala una célula con características comu-
nes a la stem cell, los monocitos-macrófagos y los fibro-
blastos. Seguramente la falta de uniformidad en la ex-
presión de los marcadores de superficie, recogida en la
literatura científica, está relacionada con la variabilidad
de las condiciones del cultivo, que incluyen el número
de células sembradas, el medio de cultivo, la concentra-
ción del suero bovino fetal, los períodos de cultivo, los
factores estimulantes de la diferenciación y los métodos
de detección de marcadores de superficie (inmunocito-
química o citometría de flujo)13.
La cuantificación de las células cultivadas está condicio-
nada por su adherencia al plástico característica, y el
despegamiento con tripsina produce distorsiones en la
identificación de marcadores; también es un hecho rele-

vante el número de células obtenido, habitualmente pe-
queño, que suele ser insuficiente para su valoración en
los citómetros de flujo. El método de recuento semi-
cuantitativo que utilizamos permite una valoración sufi-
ciente de los grados de proliferación para comparar re-
sultados y es fácilmente reproducible; sin embargo, la
búsqueda de procedimientos que permitan individuali-
zar a las células adherentes es un objetivo prioritario de
la metodología.
La implicación de los fibroblast-like en la enfermedad
reumatológica es muy significativa por su origen me-
senquimal, y ya se han descrito los efectos de fármacos
antiinflamatorios como el diclofenaco sódico y los glu-
cocorticoides, o anestésicos locales como la mepivacaí-
na, en la proliferación de los fibroblast-like en cultivo en
medio líquido14. También se han registrado alteraciones
del patrón de crecimiento (observaciones no publicadas)
y la disminución de la actividad condrogénica y osteo-
génica de las CM en la osteoartritis avanzada15. El des-
cubrimiento en los últimos años del carácter pluripo-
tente de estas células (células mesenquimales/fibrocitos)
y su capacidad de diferenciación de tejidos, como hue-
so, músculo, cartílago y grasa, las introdujo de lleno en
el uso clínico y en la medicina regenerativa. El cultivo
en medio líquido de los fibroblast-like, a partir de células
de sangre periférica, y su expansión con factores de cre-
cimiento abren nuevas posibilidades diagnósticas y tera-
péuticas.
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FE  DE  ERRORES

En el “In memoriam” publicado en REUMATOL CLIN. 2007;3(4):I, se ha detectado una omisión. El firmante de este
texto es el Dr. Josep Blanch (Presidente de la Sociedad Española de Reumatología).


