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RESUMEN

Las células madre humanas nacen con la creación de la vida misma y algunas de estas permanecen du-
rante toda la vida. Por consiguiente, se pueden hallar en tejidos adultos y utilizarlas para investigaciones a 
nivel básico y aplicado. Actualmente, en nuestro país existe un creciente interés en el estudio y aplicación 
de células madre; sin embargo, existe poco conocimiento acerca del procedimiento para su identifica-
ción. Es por ello que este artículo tiene como objetivo dar a conocer, desde un punto de vista práctico, 
un procedimiento para el cultivo e identificación de células madre/estromales obtenidas de lipoaspirado 
humano (Adipose Stem Cells) con fines de investigación, el cual incluye la caracterización a nivel de 
inmunofenotipo, el potencial de diferenciación celular, la expresión génica y el control de calidad del 
cultivo celular, que sirva de apoyo para los profesionales de la comunidad científica peruana que deseen 
desarrollar esta línea de investigación.

Palabras clave: Células Madre; Medicina Regenerativa; Tejido Adiposo; Aislamiento Celular, Cultivo 
Primario de Células (fuente: DeCS BIREME).

PROCEDURE FOR CULTURE AND IDENTIFICATION 
OF STEM CELLS FROM HUMAN LIPOASPIRATE FOR 
RESEARCH PURPOSES

ABSTRACT

Human stem cells are born with the creation of life itself and some of them remain throughout life. Therefore, 
they can be found in adult tissues and used for basic and applied research. Currently, in our country there is 
a growing interest in the study and application of stem cells; however, little is known about the identification 
procedure. For this reason, this study aims to present, from a practical point of view, a procedure for the culture 
and identification of stem/stromal cells obtained from human lipoaspirate (Adipose Stem Cells), for research 
purposes. This procedure includes the immunophenotype characterization, cell differentiation potential, gene 
expression and cell culture quality control; and will serve as support for Peruvian scientific community profes-
sionals who wish to develop this line of research.

Keywords: Stem Cells; Regenerative Medicine; Adipose Tissue; Cell Separation; Primary Cell Culture (source: 
MeSH NLM).

INTRODUCCIÓN

Durante las últimas décadas, las células madre han generado gran interés debido a su poten-
cial uso para el tratamiento de diversas enfermedades (1). Estas se caracterizan por autorreno-
varse y diferenciarse en distintos linajes celulares; de acuerdo a su origen pueden ser células 
madre embrionarias o adultas (2,3). El uso de las primeras es limitado debido a los problemas 
éticos que acarrean (4); en cuanto a las células madre adultas, estas se pueden hallar en diferen-
tes tejidos como la médula ósea roja, el cordón umbilical, la placenta, la pulpa dental, el tejido 
adiposo, entre otros, cuyo uso no acarrea ningún problema ético. 

https://orcid.org/0000-0002-4633-9857
https://orcid.org/0000-0002-7735-3336
https://orcid.org/0000-0003-4455-3195


Procedimiento para identificar células madre Tapia Rojas S et al.Rev Peru Med Exp Salud Publica. 2020;37(3):547-53.Rev Peru Med Exp Salud Publica. 2020;37(3):547-53.

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2020.373.5201548

Las células madre/estromales mesenquimales (MSC, por 
sus siglas en inglés) son células madre adultas. Han sido iden-
tificadas y caracterizadas por su adhesión al plástico, presen-
cia de los marcadores de superficie CD90, CD73 y CD105 en 
más del 95% de células, ausencia de los marcadores CD45, 
CD34, CD14 o CD11b, CD79α o CD19, HLA-DR y diferen-
ciación in vitro, criterios mínimos que fueron establecidos 
por la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT, por 
sus siglas en inglés) en el 2006 (5). Posteriormente, en 2013, 
la misma ISCT estableció criterios específicos para identi-
ficar células madre/estromales derivadas de tejido adiposo 
(ASC, por sus siglas en inglés) en los cuales se mantienen los 
marcadores positivos antes mencionados, añadiendo como 
marcador positivo opcional al CD13; además, sugirió el uso 
de marcadores adicionales que permitan cuantificar la po-
tencialidad de estas células (6). 

Diversos estudios han encontrado que los factores de 
transcripción Oct4, Sox-2 y Nanog cumplen un papel impor-
tante en el mantenimiento de la autorrenovación y el poten-
cial de diferenciación, los cuales en conjunto forman parte de 
una red reguladora transcripcional en las células madre (7,8).

 Actualmente, en nuestro país existe un creciente interés 
en el estudio y la aplicación de células madre. Sin embargo, 
se desconoce la correcta identificación de ASC, por ejem-
plo, según una encuesta realizada a médicos peruanos sobre 
el proceso de identificación de ASC (9), el 51% piensa que a 
veces, pocas veces o nunca se realiza este proceso; además, 
el 28% desconoce completamente este aspecto. Asimismo, 
dentro de los pocos estudios realizados con ASC en el Perú 
algunos describen un procedimiento incompleto y la mayo-
ría no describe este procedimiento (10-13), lo cual genera des-
confianza sobre la verdadera identidad de las células que se 
están estudiando o aplicando. En consecuencia, esta realidad 
nos lleva a formularnos la siguiente pregunta: ¿realmente se 
están realizando los procedimientos adecuados para identi-
ficar células madre?

Es por eso por lo que este artículo tiene como objetivo 
presentar, desde un punto de vista práctico y experimental, 
un procedimiento para el cultivo e identificación de ASC 
que sirva de apoyo para los profesionales de la comunidad 
científica peruana que deseen desarrollar esta línea de inves-
tigación.

PROCEDIMIENTO 

El procedimiento detallado a continuación es el resultado 
de integrar diferentes protocolos y es importante mencionar 
que todos los equipos usados en la aplicación de este procedi-
miento se encontraban operativos y debidamente calibrados.

Obtención de muestra de lipoaspirado
La muestra de lipoaspirado que se usó en este trabajo se ob-
tuvo en la Clínica Delgado, en un ambiente estéril median-

te la técnica One S.T.E.P™ (One Selective Tissue Engineering 
Photostimulation) (14), a partir del tejido celular subcutáneo 
periumbilical de una mujer peruana libre de enfermedades 
infecto-contagiosas, quien brindó su consentimiento in-
formado. La muestra colectada fue transportada a 48 °C al 
Laboratorio de Cultivo Celular de la Universidad Científica 
del Sur, en Lima.

Aislamiento y cultivo celular
Para el aislamiento de ASC, se siguió el protocolo de Min 
Zhu et al. (15), el cual se detalla a continuación. Colocar la 
muestra en un beaker de 250 mL, realizar tres lavados con 
PBS 1X hasta observar que el tejido adiposo se torne de 
un color amarillo/dorado y descartar todo el infranadante 
como se muestra en la Figura 1A y 1B. Agregar colagenasa 
al 0,1% filtrada en un volumen igual al de la muestra e incu-
bar a 37 °C por una hora con agitaciones cada 15 minutos. 
Repartir alícuotas de 25 mL del infranadante resultante de 
la digestión enzimática, donde se encuentra la fracción del 
estroma vascular, en tubos de centrifuga de 50 mL. Después 
añadir 25 mL de medio DMEM/Ham’s F-12 suplementado al 
10% con suero fetal bovino (SFB) y antibióticos 1X (DMEM 
completo) a cada tubo y dejar a temperatura ambiente por 
cinco minutos para inactivar la colagenasa, centrifugar a 
2776 revoluciones por minuto (RPM) por diez minutos, 
descartar el sobrenadante, combinar los pellets obtenidos en 
un solo tubo y resuspender hasta un volumen de 25 mL de 
medio DMEM completo. Centrifugar a 2776 RPM por diez 
minutos, retirar el sobrenadante, resuspender el pellet resul-
tante en 5 ml de PBS 1X (Figura 1C) y verter en un colador 
celular de 100 µm, centrifugar nuevamente a 2776 RPM por 
diez minutos, descartar el sobrenadante y resuspender el 
pellet en 50  mL de DMEM completo. Finalmente, repartir 
aproximadamente 8 mL de la suspensión celular por placa 
en seis placas de 100 mm e incubar a 37 °C con 5% de CO2 
hasta que las células alcancen una confluencia celular apro-
ximada del 80% como se observa en la Figura 1D.

Aplicando este protocolo, observamos que después de 
12 horas del inicio de la incubación, las células sembradas 
se adhirieron a la placa, llegando a la confluencia al sexto 
día y formando colonias observadas en la Figura 3A, la cual 
es una característica fenotípica de células madre/estromales 
mesenquimales. 

Citometría de flujo
Para la caracterización del inmunofenotipo de las ASC se 
usaron anticuerpos monoclonales CD73-APC, CD90-FITC, 
CD105-PerCP-Cy™ 5,5 (marcadores positivos) y CD45-PE, 
CD34-PE, CD11b-PE, CD19-PE y HLA-DR-PE (marcadores 
negativos) del kit MSC human BD Stemflow™ siguiendo las 
instrucciones del fabricante (BD Biosciences, EUA). Repar-
tir alícuotas de 106 células en 100 µL de buffer de tinción BD 
Pharmingen™ para cada muestra, adicionar los anticuerpos 
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Figura 1. Procesado y cultivo primario de células madre/estromales derivadas de tejido 
adiposo. A. Muestra de lipoaspirado. B. Muestra durante el último lavado con PBS 1X, 
se observan tres capas, una capa superior oleosa, una intermedia de tejido adiposo y una 
inferior del infranadante. C. Pellet celular resuspendido en medio de cultivo. D. Día cero 
de cultivo primario de células madre/estromales derivadas de tejido adiposo (A.T. 100 X).

monoclonales en la cantidad indicada en el kit BD Stemflow™ 
y dejar a temperatura ambiente durante 15 minutos en os-
curidad. Después, lavar con 1 mL de PBS 1X, centrifugar a 
300 x g por cinco minutos y resuspender en 300 µL de buffer 
de tinción. Por último, analizar las muestras en un citómetro 
de flujo, en este caso se usó el citómetro de flujo FacsCanto II. 

Después de realizar este paso se observó que las ASC ex-
presaron los inmunofenotipos de membrana CD44, CD73, 
CD90 y CD105 en los porcentajes de 99,2; 97,9; 99,7 y 83,6%, 
respectivamente para cada marcador positivo y un 0,3 % 
para los inmunofenotipos CD11b, CD19, CD34, CD45 y 
HLA-DR, que son marcadores negativos. Los resultados ob-
tenidos se observan en la Figura 2.

Diferenciación celular
Seguir los protocolos recomendados en los kits de diferencia-
ción osteogénica, adipogénica y condrogénica (StemPro, Gib-
co) con ligeras modificaciones. Repartir las ASC por triplica-
do a 2000, 3900 y 80 000 células por pocillo en una placa de 96 
pocillos en medio DMEM completo; al día siguiente cambiar 
el medio de cultivo por medios suplementados para diferen-
ciación osteogénica, adipogénica y condrogénica; y cambiar 
los medios cada tres días durante 21, 10 y 15 días, respectiva-
mente; para inducir la diferenciación celular. Luego, realizar 
una tinción selectiva para corroborar la diferenciación. Lavar 
cada pocillo con PBS 1X, fijar las células con una solución de 
formaldehído al 4% durante 30 minutos y lavar dos veces con 

PBS 1X. Luego, teñir cada grupo con los colorantes Alzarin 
red S por tres minutos, Oil red O por 20 minutos y Alcian 
Blue 8GS por 30 minutos. Después de la tinción, verificar en 
un microscopio invertido la diferenciación celular.

En la Figura 3 observamos que las ASC diferenciadas a 
osteocitos presentaron depósitos de calcio que se tiñeron de 
color rojo con el colorante Alzarin red S (Figura 3B), las cé-
lulas diferenciadas a adipocitos mostraron gotas lipídicas de 
diferentes dimensiones en el citoplasma que se confirmó con 
el colorante Oil red O (Figura 3C), y por último las células 
diferenciadas a condrocitos formaron un conglomerado ce-
lular que se tiñe de color azul con Alcian Blue 8GS debido a 
la presencia de heteroglicanos (Figura 3D). 

Los procedimientos descritos a continuación no se en-
cuentran dentro de los criterios mínimos de la ISCT (5), pero 
se incluyeron para verificar el estado de potencialidad de las 
ASC y la esterilidad del cultivo.

Ensayo de reacción en cadena de la polimerasa de 
transcripción inversa (RT-PCR)
Para la extracción de ARN se usó el kit innuPREP DNA/RNA 
(Analytik Jena) y para la síntesis del ADN complementario 
se usó el kit OneScript cDNA synthesis (abm), siguiendo 
los protocolos recomendados por los fabricantes. Para la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR), se usó 1 µL de 
ADNc, 1 µL de los cebadores a 10 µM, 10 µL del Kodaq 2X 
PCR MasterMix (abm) y 7  µL de agua libre de nucleasas. 

DC

BA
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Las secuencias de los cebadores se detallan en el material 
suplementario. Las condiciones del termociclador son un 
ciclo de denaturación de 94 °C por tres minutos, 35 ciclos 
de denaturación a 94  °C por 30 segundos, hibridación 
y extensión a 72  °C por 60 segundos y un paso final de 

extensión a 72 °C por 60 segundos. Visualizar los productos 
amplificados en un gel de agarosa al 2% teñido con bromuro 
de etidio.

 En la Figura 4B se observa el resultado de la RT-PCR 
de las ASC en donde se evidencia la expresión de los genes 

Marcadores positivos:

Marcadores negativos:

PE-A

CD105 PerCP-Cy5-5-A

CD73 APC-A

CD44 PE-A

CD90 FITC-A

CD105 NEG
CD105 POS

83,6%

CD11b, CD19, CD34, CD45 y HLA-DR

POS

99,7%

NEG

102 103 104 105

99,7%

CD73 NEG CD73 POS

102 103 104 105

97,9%

CD90 NEG

CD90 POS

102 103 104 105

99,2%

NEG

POS

102 103 104 105

102 103 104 105

Figura 2. Ensayo de citometría de flujo para evaluar los inmunofenotipos de membrana de ASC. A. Esquema de una célula madre/estromal derivada de tejido 
adiposo que muestra los antígenos característicos de célula madre mesenquimales (marcadores positivos: CD44, CD73, CD90 y CD105), así como la ausencia 
de marcadores de diferenciación (negativos) tales como CD11b, CD19, CD34, CD45 y HLA-DR. B. Gráfica de histogramas en función del número de eventos 
versus la intensidad de fluorescencia emitida por el fluorocromo del marcador. 

A

B
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OCT4, SOX2 y NANOG por medio de la presencia de ban-
das específicas.

Control de calidad del cultivo
Para monitorear la esterilidad del cultivo en el tiempo es im-
portante verificar a diario que no haya contaminación por 
bacterias, hongos o levaduras las cuales pueden evidenciarse 
gracias a características macroscópicas como el cambio en 
el color del medio de cultivo, turbidez o incluso crecimiento 
de colonias y observarlas en un microscopio invertido. Sin 
embargo, hay microorganismos que no pueden ser visualiza-
dos en el microscopio, como es el caso de Mycoplasma sp., el 
cual es un contaminante frecuente en los cultivos celulares, 
para lo cual se debe realizar un ensayo de PCR con el fin 
de comprobar la esterilidad del medio de cultivo y ausencia 
de este microorganismo. En este trabajo, se usó el kit EZ-
PCR Mycoplasma Test (Biological Industries) que contiene 
cebadores específicos para detectar una región del gen 16S 
del ARN ribosómico del Mycoplasma sp. siguiendo las re-
comendaciones del fabricante. Luego, se realizó una corrida 
electroforética en un gel de agarosa al 2% que fue observada 
en el fotodocumentador.

En la Figura 4A se aprecia el gel de electroforesis de la 
muestra que contenía el medio de cultivo de las ASC; don-
de no se observó ninguna banda amplificada del gen 16S de 
ARN ribosómico (ARNr) de Mycoplasma sp., lo que indica 
la ausencia de este microorganismo en el cultivo celular.

Consideraciones éticas
Este trabajo fue aprobado por el Comité Institucional de Éti-
ca de la Universidad Científica del Sur. Asimismo, se obtuvo 
el consentimiento informado de la paciente previo a la toma 
de muestra.

IMPLICANCIAS Y LIMITACIONES 
DEL PROCEDIMIENTO

El tejido adiposo es una fuente rica de células madre/estro-
males comparada con otros tejidos como médula ósea, pulpa 
dental, entre otros (16); y el procedimiento descrito permite 
inicialmente aislarlas a partir de este tejido; sin embargo, 
esto no implica que se deban obviar los pasos posteriores del 
procedimiento, por el contrario, la correcta identificación y 
caracterización de sus propiedades biológicas son necesarias 
para asegurar que las células aisladas sean ASC y manten-
gan su potencialidad, la cual podría verse afectada por fac-
tores como: la epigenética (17), edad del individuo (1), toma de 
muestra (7), entre otros. 

Las limitaciones de este estudio están relacionadas con 
el costo de los insumos, uso de equipos especializados y el 
tiempo requerido; además de la pérdida de las característi-
cas de stemness de las ASC en el cultivo a largo plazo. Por 
otro lado, el procedimiento detallado es susceptible a futuras 
mejoras en función a los nuevos estudios que identifiquen 
marcadores más específicos, así como tecnologías que acele-
ren este procedimiento.

Figura 3.  Esquema de diferenciación osteogénica, adipogénica y condrogénica a partir de: A. células madre/estromales derivadas de tejido adiposo 
(flecha blanca: colonia de células madre/estromales derivadas de tejido adiposo); B. caracterizados por presencia de depósitos de calcio (flecha negra); 
C. gotas lipídicas (flecha amarilla); y D. heteroglicanos (flecha morada), teñidos con los colorantes, Alzarin Red, Oil Red y Alcian Blue; respectiva-
mente (A.T. 100 X). 

ASC Osteocitos  Adipocitos  Condrocitos  

Diferenciación celular
 

Depósitos de calcio  Gotas lipídicas  Heteroglicanos  

CD73

SOX2
OCT4
NANOG

A B C D
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DISCUSIÓN

Este trabajo detalló un procedimiento para el cultivo e iden-
tificación de ASC. La efectividad de este procedimiento se 
demostró mediante la identificación de las células aisladas, 
las cuales mostraron características propias de las MSC en 
función a su inmunofenotipo, capacidad de diferenciación y, 
adicionalmente, expresión de genes relacionados a la poten-
cialidad. Asimismo, nuestros resultados coinciden con los 
obtenidos previamente en otros estudios (15,18).

El porcentaje de células que expresaron los marcadores 
CD44, CD73 y CD90 es consistente con lo establecido por 
la ISCT (5), a excepción de la expresión del marcador CD105, 
cuya expresión fue del 83,6%. Este bajo nivel de expresión 
del marcador CD105 pudo haber sido causado por el uso de 
agentes enzimáticos disociadores como la tripsina (19), el sue-
ro fetal bovino en el medio de cultivo (20), entre otros facto-
res, siendo este marcador el más susceptible a cambios en su 
expresión. Debido a la inestabilidad del marcador CD105, la 
ISCT propuso en 2013, la inclusión del marcador CD13 y/o 
el reemplazo del marcador CD105 por CD13 para la caracte-
rización de ASC ya que, su expresión es más alta y estable (6).

Las ASC identificadas en este trabajo se diferenciaron en 
osteocitos, adipocitos y condrocitos, pero cabe mencionar 
que existen estudios realizados donde demuestran que las 
ASC también pueden diferenciarse en hepatocitos (21), célu-
las tipo pancreáticas (22) y células neuronales (15,23). 

La ISCT sugiere el uso de criterios adicionales para me-
dir el potencial de diferenciación (6), por tal motivo, se incluyó 
un paso adicional para evaluar la expresión génica de OCT4, 
SOX2 y NANOG. Los factores de transcripción OCT4, SOX2 
y NANOG forman parte de una red reguladora transcripcio-
nal que juega un papel importante en el mantenimiento de 
la característica de stemness en las células madre. Nuestros 
resultados mostraron claramente la expresión de los genes 
OCT4 y NANOG y una menor expresión del gen SOX2 como 
se observa en la Figura 4B; a pesar de que, estos tres factores 
interactúan entre sí, se ha demostrado que NANOG y OCT4 
tienen una función jerárquica en esta red que regula la plu-
ripotencia, puesto que el silenciamiento de estos indujo la 
expresión de genes específicos de tejidos, por lo que son esen-
ciales para mantener las propiedades de las MSC  (7,8). Estos 
estudios demuestran la importancia de evaluar la expresión 
de estos genes para determinar la potencialidad de las células 
madre/estromales aisladas de tejido adiposo.

En conclusión, en este trabajo experimental se detallan 
los procedimientos usados para aislar, identificar y caracteri-
zar las células madre obtenidas a partir del lipoaspirado hu-
mano por el profesional que desee usar ASC en su trabajo de 
investigación. Asimismo, en este estudio se han evidenciado 
las propiedades biológicas fundamentales de estas células 
madre utilizando para el efecto técnicas de aislamiento que 
nos han permitido reconocerlas por citometría de flujo; se 
mostró el potencial de diferenciación en tres tipos celulares: 
osteocitos, adipocitos y condrocitos; se evidenció la expre-
sión de los genes SOX2, OCT4 y NANOG por RT-PCR y se 
precisó la calidad de un cultivo libre de microorganismos 
contaminantes.
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Figura 4. Prueba de presencia/ausencia de Mycoplasma sp. y análisis semi-
cuantitavo por reacción en cadena de la polimerasa de transcripción inversa 
(RT-PCR). A. No se observa ninguna banda en el tercer carril del gel de 
electroforesis lo que indica la ausencia de Mycoplasma sp. en el medio de 
cultivo. B. En el segundo carril se observan bandas que indican la expresión 
de los genes SOX2, OCT4, NANOG y GAPDH con pesos moleculares de 
213, 108, 103 y 101 pb; respectivamente. C+: control positivo de Mycoplas-
ma sp., ASC: células madre/estromales derivadas de tejido adiposo, MP: 
marcador de peso molecular de 50 pares de bases, GAPDH: gliceraldehído 
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