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RESUMEN 

 

En los últimos años las Células Troncales Mesenquimales (CTMs) han despertado gran 

interés debido a la capacidad de ser diferenciadas a células de distintos tejidos y con 

ello al potencial terapéutico que poseen.  La principal fuente de este tipo de células es 

la Médula Ósea (MO), sin embargo existen algunos inconvenientes con ello, dado que 

la obtención de aspirados de MO representa por sí misma un método invasivo para el 

donador, además de la falta de donadores histocompatibles e incluso a la disminución 

en número y potencial de las CTMs presentes en donadores adultos.  Por lo anterior, se 

han propuesto fuentes alternativas de CTMs como la Placenta (PL) y la Vena De 

Cordón Umbilical (VCU), las cuales todavía son fuentes controversiales debido a que no 

se conocen muchas de sus características biológicas.  En el presente trabajo se 

obtuvieron CTMs de MO, PL y VCU y se realizó un estudio de manera comparativa 

mediante el análisis de su morfología, inmunofenotipo y capacidad de diferenciación 

hacia osteoblastos, adipocitos, condroblastos y células neurales.  Se obtuvieron CTMs 

en el 100% de las muestras de MO y PL analizadas y en 10% de las muestras de VCU.  

Se observó una menor frecuencia de CTMs en PL en comparación con MO, mientras 

que en VCU no fue posible evaluar este parámetro.  Con el análisis morfológico 

determinamos la presencia de 4 tipos celulares morfológicamente distintos (células 

grandes, fibroblastoides, pequeñas y neurales) en cultivos provenientes de las tres 

fuentes.  De igual forma, las CTMs de las tres fuentes fueron negativas para la 

expresión de marcadores hematopoyéticos como CD14, CD34, CD45 así como para 

CD62L y HLA-DR y positivos para los marcadores considerados como característicos 

de células mesenquimales como CD73, CD90 y CD105, sin embargo presentaron 

variación en la expresión de CD90, al igual que CD105 en VCU.  De manera interesante 

se observó una expresión alta y homogénea del antígeno CD13, por lo que proponemos 

a este marcador  como característico de CTMs en las tres fuentes estudiadas.  Por otra 

parte, las CTMs provenientes de PL y VCU fueron capaces de diferenciarse hacia 

osteoblastos y adipocitos de forma similar a aquellas de MO.  Además las CTMs de PL 

y VCU al igual que de MO, se diferenciaron hacia condroblastos y se observó una 

mayor proporción en la formación de cartílago hialino con respecto al cartílago fibroso. 

En el análisis morfológico de las CTMs se observaron células con características 

neurales, debido a ello se analizó la presencia de proteínas neuronales (Nestina, 

NF200, MAP2, NeuN) y de astrocitos (PAGF) en los cultivos de las tres fuentes, 
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además se evaluó la capacidad para ser diferenciadas hacia células de linaje neural.  

En todos los cultivos se observó la expresión de estas proteínas, tanto en ausencia 

como en presencia de medio de inducción neural, lo cual demuestra la capacidad de ser 

inducidas a células con características neurales y además sugiere la existencia de una 

subpoblación mesenquimal con un potencial neural intrínseco.  Los resultados 

obtenidos demuestran la presencia de CTMs  tanto en PL como en VCU, sin embargo 

podemos decir que PL es una fuente más adecuada, ya que presenta un porcentaje de 

obtención de CTMs igual al de MO y las características biológicas de estas células son 

muy similares en ambas fuentes. 
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I.  INTRODUCCION  

 

1.  La Médula Ósea 

 

La Médula Ósea (MO) ocupa las cavidades cilíndricas de los huesos largos y los 

intersticios esponjosos de las vértebras, costillas, esternón y los huesos planos del 

cráneo y la pelvis.  Su masa total en un adulto es de 2,600 g aproximadamente (4-6% 

del peso corporal).  La irrigación sanguínea tiene lugar a través de la pared ósea.  La 

MO contiene amplios senos cuyo revestimiento parietal se compone de células 

fagocíticas (macrófagos); tienen por debajo una lamina basal llena de lagunas.  Los 

vasos sanguíneos de la MO forman un sistema cerrado (Bloom y Fawcet, 1994). 

 

Todas las células presentes en la sangre se derivan de una pequeña población 

de células troncales hematopoyéticas, las cuales se localizan en la MO.  Las células 

troncales originan células progenitoras que proliferan y maduran hacia los diferentes 

linajes sanguíneos.  Las células sanguíneas a distintos estadios de maduración 

constituyen el sistema hematopoyético y al proceso mediante el cual se forman todas 

las células de la sangre se le denomina hematopoyesis (Figura 1).  Debido a que las 

células maduras presentes en la sangre periférica tienen una vida limitada, es necesaria 

su constante producción y para ello el sistema hematopoyético es capaz de regular los 

procesos de expansión, compromiso, proliferación y sobrevivencia de las células 

hematopoyéticas (Till y McCulloch, 1980). 

 

La MO cuenta con una red de células estromales (fibroblastos, macrófagos, 

células endoteliales y adipocitos) y células accesorias (monocitos y linfocitos) que 

producen citocinas y proteínas de matriz extracelular.  En conjunto, estos elementos 

conforman lo que se denomina como microambiente hematopoyético, en el cual las 

células hematopoyéticas son capaces de proliferar y diferenciarse hacia los distintos 

linajes sanguíneos, mediante el contacto directo con las células estromales y por 

influencia de las citocinas y matriz extracelular presentes en dicho microambiente 

(Nicola, 1989; Mayani  et al, 1992; Hubin  et al, 2005; Panoskaltsis et al, 2005 Adams y 

Scadden, 2006).  Por lo tanto, se puede decir que la MO está constituida por dos 

sistemas: el hematopoyético y el estromal (Bianco et al, 2001). 

 



8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Sistema Hematopoyetico y Sistema Estromal presentes en la MO 

(Modificado de Russell, 2005) 

 

2.  El Sistema Hematopoyético 

 

Las células que forman el sistema hematopoyético se pueden agrupar en cuatro 

compartimientos: El primero de ellos corresponde a las Células Troncales  

Hematopoyéticas (CTH), con capacidad de autorenovación y de dar origen a todas las 

células de la sangre durante la vida del individuo (McCulloch, 1993; Berardi et al, 1995); 

éstas constituyen el 0.005% del total de células en la MO.  El segundo compartimiento 

corresponde a las Células Progenitoras Hematopoyéticas (CPH), incapaces de 

autorenovarse y con características de pluripotencialidad, bipotencialidad y 

monopotencialidad (Ogawa et al, 1983); en conjunto, las CPH constituyen el 0.15% de 

las células de la MO.  El tercer compartimiento comprende a las células precursoras 

reconocibles por su morfología y que corresponden a >99.5% de las células presentes 

en la médula ósea.  Finalmente, las células maduras circulantes (cuarto 

compartimiento), que representan el último estadio de diferenciación de los elementos 

hematopoyéticos.  Este modelo de clasificación indica que existe una jerarquía 

hematopoyética, en donde las células troncales son los elementos más primitivos que 

dan lugar a la formación de todos los constituyentes del sistema hematopoyético (Figura 

2).  

 

Existen, actualmente, diversos métodos funcionales para la identificación y 
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cuantificación de las CTH, uno de ellos es aquel que permite la identificación de células 

que inician y mantienen la hematopoyesis in vitro a largo plazo, al ser cultivadas en 

presencia de capas adherentes de células estromales que funcionan como soporte de 

crecimiento.  A estas células se les denomina Células Iniciadoras De Cultivos A Largo 

Plazo (LTC-IC, por sus siglas en inglés; Figura 2), y se caracterizan por su capacidad 

para generar CPH por periodos superiores a las 5 semanas de cultivo (Sutherland et al, 

1990).  En cuanto a las CPH, su identificación y cuantificación son realizadas por medio 

de métodos más sencillos; básicamente, a través de su capacidad para formar colonias 

hematopoyéticas en cultivos semisólidos (metilcelulosa o agar), de ahí que sean 

conocidas como células formadoras de colonias (CFC; Metcalf, 1977).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.  Los cuatro compartimentos del Sistema Hematopoyético (Modificado de Reya et al, 2001) 

 

 

3.  El Sistema Estromal 

 

Las células estromales son residentes permanentes de la MO y además de ser 

un soporte físico, sintetizan y secretan citocinas y moléculas que forman parte de la 

matriz extracelular, necesarias para regular la autorenovación, diferenciación, 

maduración y migración de las células hematopoyéticas (Mayani et al, 1992).  Las 
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células del estroma incluyen: células reticulares, células endoteliales, adipocitos, 

osteoblastos (Russell, 1996) y macrófagos (Figura 3).  Las células reticulares 

(adventicias y fibroblásticas) representan el componente más abundante tanto in vivo 

como in vitro.  Las células adventicias están localizadas in vivo alrededor de los 

sinusoides venosos y su papel principal es el de regular la migración de las células 

sanguíneas maduras de la médula a la circulación.  Por su parte, las células 

fibroblásticas se encuentran en contacto directo con las células granulocíticas 

inmaduras; además tienen la capacidad de producir citocinas como Factor Estimulador 

de Colonias de Macrófagos y Granulocitos (GM-CSF), Factor Estimulador de Colonias 

de Granulocitos (G-CSF), Factor de Células Troncales (SCF), Interleucina 1 (IL-1), 

Interleucina 6 (IL-6) y moléculas de la matriz extracelular como la colágena tipo I y III y 

fibronectina (Dorshkind, 1990; Deryugina y Müller-Sieburg, 1993; Mendoza et al, 1990).  

 

Las células endoteliales son las encargadas de revestir a los vasos sanguíneos 

de la médula.  Las células endoteliales se localizan en asociación con otros tipos 

celulares como los fibroblastos, los adipocitos, los megacariocitos maduros, las células 

plasmáticas y las células hematopoyéticas, formando una interfase entre la circulación y 

el compartimento hematopoyético.  Lo anterior sugiere que las células endoteliales 

controlan los últimos estadios de la hematopoyesis mediante interacciones celulares 

directas y regulando la entrada de células maduras a la circulación periférica.  Estas 

células también pueden regular la hematopoyesis a través de la producción de 

moléculas de la matriz extracelular como la colágena tipo IV y la laminina (Rafii, 1994). 

 

Otros tipos de células estromales son los adipocitos y los osteoblastos, los 

primeros ocupan el mayor espacio de la médula ósea de los mamíferos adultos (médula 

amarilla) y se piensa que producen factores inhibidores de la hematopoyesis.  En los 

cultivos a largo plazo aparecen cuando los cultivos son avanzados y la hematopoyesis 

declina (Mayani et al, 1992; Dorshkind, 1990).  Por su parte los osteoblastos secretan 

activamente la matriz del hueso y se ha demostrado que se localizan en regiones 

cercanas a las células hematopoyéticas primitivas dentro de la cavidad medular. 

Además son capaces de secretar algunas citocinas como el G-CSF, GM-CSF, Factor 

Estimulador de Colonias de Macrófagos (M-CSF), IL-1, IL-6, Factor de Crecimiento 

Transformante Beta (TGF-β) y Factor de Necrosis Tumoral (TNF-α; Ignotz y Massague, 

1986; Hauschka et al, 1986).  
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Los macrófagos son el segundo mayor componente celular del estroma y son las 

únicas células estromales de origen hematopoyético, se encuentran en tres sitios dentro 

de la MO: como macrófagos centrales en islas eritroblásticas, sugiriendo que participan 

en la maduración eritroide; sobre la parte abluminal del sinusoide endotelial y dispersos 

entre las células hematopoyéticas  (Mayani et al, 1992).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.  Células del Sistema Estromal.  Origen Mesenquimal: Adipocitos, Fibroblastos, Sinusoides, 

Osteoblastos.  Origen Hematopoyético: Macrófagos.  

 

También esta presente la matriz extracelular que es una estructura altamente 

organizada, compuesta de glicoproteínas, proteoglicanos y glucosaminoglicanos que 

son secretadas por las células del estroma medular.  Entre las funciones de la matriz se 

incluyen: la mediación de la unión celular, la unión de factores de crecimiento y la 

inducción de la autorenovación y diferenciación de las células hematopoyéticas 

(Gordon, 1988).  La adhesión de las células hematopoyéticas a las células del estroma 

es importante para el control de la liberación de las células maduras hacia la sangre. 

Esta adhesión está mediada por las moléculas de la matriz extracelular y por la 

expresión de moléculas de adhesión por parte de las células hematopoyéticas (Blair y 

Thomas, 1997). 
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4.  Células Troncales Mesenquimales. 

 

Como hemos visto existen en la Médula Ósea (MO) dos sistemas de manera 

primordial (Figura 1), el sistema hematopoyético que es capaz de formar a todas las 

células de la sangre (Figura 2) y el sistema estromal (Figura 3), el cual se ha definido de 

manera tradicional como el soporte sobre el cual proliferan y se diferencian las células 

hematopoyéticas (Deans y Moseley, 2000).  Sin embargo este concepto se ha 

modificado y en la actualidad se sabe que el sistema estromal esta conformado por 

células troncales estromales o también denominadas Células Troncales Mesenquimales 

(CTMs), que son capaces de originar a cada uno de los diferentes linajes celulares 

diferenciados que se pueden distinguir en este sistema, como osteoblastos, adipocitos, 

células endoteliales y fibroblastos estromales (Short, 2003).  

 

Las CTMs son células clonogénicas que además de originar células del 

mesodermo (osteoblastos, condrocitos, células endoteliales) se diferencian en células 

ectodermales (células neuronales; Kassem, 2004) y endodermales (células pulmonares 

y pancreáticas).  Son adherentes, no fagocíticas, con morfología fibroblastoide y  

capaces de mantener la mielopoyésis (Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Capacidad de diferenciación de las CTMs.  Adipogénico (adipocitos), osteogénico (hueso) y 

condrogénico (cartílago). 
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En 1869 Goujon fue el primero en reportar la presencia de células con potencial 

osteogénico en MO de conejo (Goujon, 1869).  Posteriormente, Friedenstein y cols. las 

describieron en 1968 como aquellas con características adherentes, clonogénicas, no 

fagocíticas y con capacidad de formar colonias de tipo fibroblastoide (definidas como 

Unidades Formadoras de Colonias Fibroblásticas; CFU-F, por sus siglas en inglés) y 

que pueden ser aisladas de suspensiones celulares de médula ósea de organismos 

post-natales, al ser cultivadas en medio líquido a densidades celulares apropiadas (104-

105 células/cm2).  De hecho, estos investigadores encontraron que los CFU-Fs pueden 

bajo condiciones experimentales adecuadas, dar lugar a la formación de tejido 

conectivo diferenciado en donde se incluye cartílago, hueso, tejido adiposo, tejido 

fibroso y células adherentes capaces de mantener la mielopoyesis (Friedenstein, 1974). 

El concepto de célula troncal mesenquimal fue propuesto por Maureen Owen y cols. 

(Owen, 1988) basados en parte en los trabajos de Friedenstein.  

 

Estudios sobre las CFU-Fs obtenidas a partir de aspirados de MO humana han 

demostrado que se producen entre 1 y 20 de este tipo de colonias por cada 1 X 105 

células mononucleares sembradas (Castro-Malaspina et al, 1980; Simmons y Torok-

Storb, 1991).  La proliferación de CFU-F in vitro esta regulada por diferentes factores 

como el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF; Owen, et al, 1987), el 

factor de crecimiento epidermal (EGF; Gronthos y Simmons, 1995) y el Factor de 

Crecimiento de Fibroblastos Básico-2 (FGF-2; Bianchi, 2003). De igual manera se han 

detectado algunos inhibidores de la formación de colonias de CFU-F, como el 

Interferón-alfa (INF-) e Interleucina-4 (IL-4) que bajo condiciones in vitro inhibieron la 

formación de colonias estimuladas por la combinación de EGF y PDGF (Gronthos y 

Simmons, 1995; Wang et al, 1990). 

 

Por otra parte, un aspecto importante es la localización anatómica de las células 

mesenquimales en la médula ósea.  Algunos estudios sugieren que este tipo de células 

se localizan en las paredes de la red vascular sanguínea de la médula ósea, dado que 

se ha demostrado que las CFU-F obtenidas expresan Actina de Músculo Liso alfa (-

SMA; Gronthos et al, 2003), y las células capaces de expresar esta proteína se limitan a 

los pericitos capilares, a las células que revisten la superficie del endosteo y a las 

células de músculo liso vascular de las arterias medulares.  En contraparte esta 

proteína no se ha detectado en las células reticulares de los nichos hematopoyéticos, 
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en adipocitos o células endoteliales vasculares (Bianco et al, 2001).  De igual forma en 

células mesenquimales cultivadas se han detectado proteínas adicionales 

características de pericitos y células de músculo liso, tales como h-caldesmon, 

metavinculina, calponina y las cadenas pesadas de miosina de músculo liso (Galmiche 

et al, 1993).   

 

Como ya se mencionó la fuente principal para obtener CTMs es la MO.  El 

material de inicio consiste en aspirados de MO obtenidos de donadores normales, los 

cuales son utilizados para el transplante alogénico de MO.  Después de obtener y 

sembrar células mononucleares de dichos aspirados en un medio basal suplementado 

con suero fetal bovino (Prockop, 1997; Conget et al 1999); la población en desarrollo de 

células adherentes  es considerada la fuente primaria ex vivo de CTMs.  No existe un 

procedimiento experimental único para la separación de estas células y la mayoría de 

los laboratorios se han basado en la adherencia, autorenovación y capacidad de 

diferenciación multipotencial (hueso/adiposo/cartílago).  

 

En un microscopio de luz o de contraste de fases los cultivos de CTMs muestran 

una población homogénea de células fibroblastoides (Castro-Malaspina et al 1980; 

Friedstein et al 1976).  Los estudios de ciclo celular revelan que aunque una pequeña 

fracción de estas células están activamente comprometidas con la proliferación, la 

mayoría de las células se encuentran estacionadas en la fase G0/G1 del ciclo celular 

(Conget et al, 1999).  Aunque no se ha determinado el largo de los telómeros en cada 

célula, el alto porcentaje de células en la fase G0/G1 sugieren una alta capacidad de 

diferenciación de las CTMs (Tamir et al, 2000).  Más aún la población G0/G1 de CTMs 

incluye una subpoblación de células quiescentes que se evidencian por el contenido de 

ARN y ADN (Conget et al, 1999) o por el análisis de tamaño y granularidad por medio 

de citometría de flujo (Colter et al, 2000). 

 

Después del subcultivo, las CTMs muestran un gran potencial de expansión no 

obstante este presenta alta variabilidad.  Aunque algunas preparaciones pueden ser 

expandidas a través de 15 doblajes celulares (Bruder et al, 1998; Digirolamo et al, 1999; 

Phinney et al, 1999), otras cesan la replicación después de cuatro doblajes celulares 

aproximadamente.  La naturaleza de este conflicto puede tener origen en varias 

determinantes, en el procedimiento usado para extraer la médula (Bruder et al, 1998; 
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Digirolamo et al, 1999, Phinney et al, 1999; Blazek et al, 1999), la baja frecuencia de 

CTMs en los aspirados de médula (Pittenger et al, 1999) y la edad o condición del 

donador del cual se preparan las CTMs (Bruder et al, 1998;  Galotto et al, 1999).  A 

pesar del alto potencial de expansión in vitro, las CTMs no pierden (después de 

subcultivo moderado) su cariotipo normal y actividad de telomerasa (Pittenger et al, 

1999).  Sin embargo, el subcultivo extensivo perjudica la función celular por el comienzo 

de evidentes señales de senescencia (Digirolamo et al, 1999) y/o apoptosis (Conget et 

al, 1999). 

 

A la fecha no existe una definición inmunofenotípica que se considere como 

universal para las CTMs, es decir de manera análoga a la expresión del antígeno CD34 

en las células troncales hematopoyéticas.  Algunos estudios señalan que el 

enriquecimiento de CFU-F se asocia a varios marcadores entre los que se encuentran 

Thy-1 (CD90), CD44, CD49a, CD10, CD146 y de acuerdo a su respuesta a factores de 

crecimiento los receptores para PDGF, EGF, Factor de Crecimiento Parecido a Insulina 

1 (IGF-1) y  Factor de Crecimiento Neural (NGF; Simmons et al, 1994; Gronthos y 

Simmons, 1995; Filshie et al, 1998; Deschaseaux y Charbord, 2000).  Anticuerpos 

adicionales han sido utilizados para identificar a las células mesenquimales, tal es el 

caso de SH2 que reconoce un epítope de endoglina (CD105), el receptor III de TGF 

presente en las células endoteliales, eritroblastos, monocitos y células estromales de 

tejido conectivo (Majumdar et al, 2000a).  Los anticuerpos SH3 y SH4 que identifican 

epítopes del antígeno CD73, una molécula involucrada en la activación de las células B 

(Barry et al, 2001).  

 

Aún a pesar de que se han identificado diferentes marcadores presentes en la 

células mesenquimales, es difícil establecer un inmunofenotipo característico de la 

mismas, sin embargo la Sociedad Internacional de Terapia Celular ha postulado 

algunos criterios mínimos para definir a las CTMs humanas, como la expresión de los 

antígenos de superficie CD105, CD73 y CD90 y la ausencia de CD45, CD34, CD14, 

CD11b, CD79α, CD19 y HLA-DR, además de su capacidad para diferenciarse a 

osteoblastos, adipocitos y condroblastos in vitro (Dominici et al, 2006).  

 

Por otra parte, se ha demostrado la utilidad de los cultivos estromales para el 

soporte de la expansión de las células hematopoyéticas in vitro (Majumdar et al, 1998). 
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Asimismo, también se ha demostrado que las células mesenquimales por sí mismas 

son capaces de incrementar la proliferación y expansión de CTH y CPH in vitro 

mediante la producción de citocinas que actúan de manera temprana para mantener a 

las células troncales hematopoyéticas en un estado de quiescencia o de 

autorenovación más que de diferenciación tales como SCF, Factor Inhibidor de 

Leucemia (LIF), Factor Derivado del Estroma (SDF-1), Oncostatina M (OSM), Proteína 

Morfogenética Ósea (BMP-4), el Ligando del Receptor Flt-3 y TGF-β (Haynesworth et 

al, 1996; Majumdar et al, 1998 y Majumdar et al 2000b).  Además éstas células son 

capaces de producir interleucinas como IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14 e IL-15 (Azizi 

et al, 1998) y receptores para citocinas como IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R, 

Interferón-γR, TNF-αRI y II y el receptor para transferrina (Azizi et al, 1998; Pittenger et 

al, 1999).  

 

Además de proveer el contacto crítico célula-célula y producir factores de 

crecimiento para la hematopoyesis, las CTMs también atraen células troncales 

hematopoyéticas injertadas hacia la MO, induciendo los receptores de homing (Blair y 

Thomas, 1997).  En animales sanos, las CTMs son capaces de migrar a otros tejidos 

además de la MO (Francois et al, 2006).  Diversos experimentos in vitro han 

demostrado que la migración de CTMs esta regulada por SDF-1/CXCR4 y el complejo 

formado por el Factor de Crecimiento de Hepatocitos (HGF) y c-Met e involucra a las 

metaloproteinasas de matriz (Son et al, 2006).    

 

Como población, las CTMs derivadas de MO han demostrado tener un 

significativo pero altamente variable potencial de autorenovación durante su 

propagación serial in vitro (Bruder et al, 1997; Colter et al, 2000).  Se ha demostrado 

que las CFU-Fs no ciclan in vivo (Friedenstein et al, 1974), y la entrada de estas a ciclo 

celular y subsecuente desarrollo en colonias depende de los factores de crecimiento 

(Castro-Malaspina et al, 1980).  Los doblajes de población mas altos se han conseguido 

como consecuencia de la adición de factores de crecimiento específicos (FGF-2) al 

medio de cultivo basal (Bianchi et al, 2003).  La densidad de siembra también juega un 

papel importante en la capacidad de expansión de las células mesenquimales.  A menor 

densidad de plaqueo mayor expansión (Colter et al, 2000).  Los trabajos realizados 

sugieren que las CTMs y sus clones son heterogéneos con respecto a su capacidad de 

autorenovación (Bianco et al, 2001). 
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El LIF (Jiang et al, 2002; Metcalf et al, 2003), el FGF-2 (Tsutsumi et al, 2001; 

Zaragozi et al, 2006) y el homólogo mamífero de Drosophila Wingless (Wnts; Kleber, 

2004; Boland et al, 2004) entre otros, han sido implicados en el mantenimiento de la 

troncalidad de las CTMs.  Se ha demostrado su papel en la autorenovación, 

mantenimiento del tejido embrionario mesenquimal no diferenciado (Kolf et al, 2007).  

LIF es una citocina pleiotrópica que mantiene el estado troncal de las CTMs (Jiang et al, 

2002) y también  activa y reprime la diferenciación osteoblástica y osteoclastica 

(Heymann y Reuselle, 2000).  El FGF2 mantiene el estado troncal de las CTMs 

(Tsutsumi et al, 2001) y en presencia de Suero Fetal Bovino (SFB) al 10%, prolonga el 

período de vida de aquellas derivadas de MO a mas de 70 doblajes poblacionales y 

mantiene su potencial de diferenciación hasta 50 doblajes (Bianchi et al, 2003).  Esto 

sugiere que el FGF-2 selecciona preferencialmente la sobrevivencia de una 

subpoblación de células con alto potencial de autorenovación.  El tratamiento con 

Wnt3a incrementa la proliferación de las CTMs adultas e inhibe la diferenciación 

osteogénica (Boland et al, 2004).  Se ha sugerido que la β-catenina esta involucrada en 

la regulación de la autorenovación por medio de Wnt.  Las CTMs expresan los 

marcadores genéticos de células troncales embrionarias Oct-4 (involucrado tanto en el 

mantenimiento de la capacidad de regeneración como del estado de troncalidad de las 

células troncales;  Matikainen y Laine, 2005, Barry et al, 2005), Sox-2 (implicado en el 

desarrollo embrionario temprano y el mantenimiento del estado de no diferenciación de 

las células troncales; Zhang et al, 2005; Erices et al, 2000; Thellin et al, 2000; Zhang et 

al, 2004; Niyibizi et al, 2004) y Rex-1 (comprometido en el funcionamiento de las células 

troncales Izadpanah et al, 2006). 

 

Las colonias individuales derivadas de una sola CTM precursora han sido 

reportadas como heterogéneas en términos de potencial de linaje.  Pittenger y cols. 

publicaron que un tercio de los clones de CTMs derivadas de MO son pluripotentes 

(osteogénicas/condrogénicas/adipogénicas; Pittenger et al, 1999).  En otro estudio, 

Muraglia y cols. demostraron que el 30% de los clones celulares derivados de CTMs in 

vitro exhibieron un potencial de diferenciación tri-linaje  

(osteogénico/condrogénico/adipogénico), mientras que el resto mostró un potencial bi-

linaje (osteogénico/condrogénico) o uni-linaje (osteogénico; Muraglia et al, 2000).   
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Asimismo, Kuznetsov y cols. publicaron que solo el 58% de los clones derivados 

de una sola colonia tienen la capacidad de formar hueso en cápsulas de cerámica con 

fosfato hidroxiapatita de calcio, después de la implantación en ratones 

inmunodeficientes (Kuznetsov et al, 1997).  Todos estos resultados demuestran que las 

CTMs clonalmente derivadas son heterogéneas con respecto a su potencial de 

desarrollo.  El enriquecimiento de una población inicial de CTMs mas homogénea, 

particularmente aquellas que tienen un potencial de diferenciación de multilinaje, puede 

también prolongar el período de vida de las células mesenquimales en la expansión in 

vitro (Baksh et al, 2004). 

 

Baksh y cols. proponen un modelo para la regulación de la diferenciación de una 

célula troncal, que incorpora 2 compartimentos distintos pero continuos.  En el primer 

compartimento las CTMs entran en modificación transcripcional, generando células sin 

aparentes cambios en fenotipo y capacidad de autorenovación.  Similares a CTMs 

residentes en MO adulta, la mayoría de las células mesenquimales cultivadas in vitro, 

permanecen indiferenciadas hasta que son estimuladas.  Bajo estimulación, las CTMs 

multipotentes entran en división asimétrica, dando origen a dos células hijas, una es la 

replica exacta de la célula madre y mantiene el potencial de multilinaje, y la otra se 

convierte en una célula precursora que continua dividiéndose simétricamente 

generando mas células precursoras.  Estas células precursoras son morfológicamente 

similares a las CTMs multipotentes pero difieren en su transcripción de genes 

(repertorio).  Las progresión de CTMs a precursoras es considerada el primer paso en 

el compromiso de las células troncales.  La transición o salida del “compartimento de 

células troncales” al “compartimento del compromiso” ocurre cuando las células 

precursoras continúan dividiéndose simétricamente para generar células progenitoras 

unipotentes, simultáneamente con la adquisición de propiedades de linaje especifico, 

convirtiéndose en células completamente maduras y comprometidas con fenotipo 

distinguible (Baksh et al, 2004). 

 

El compromiso y diferenciación de las CTMs a tipos celulares maduros 

específicos es un proceso temporal altamente controlado que involucra la actividad de 

factores de trascripción, citocinas, factores de crecimiento y moléculas de matriz 

extracelular.  Hay varios factores esenciales para el compromiso de una CTM.  Entre 

ellos, moléculas secretadas y sus receptores (TGF-β), matriz extracelular (colágenos y 
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proteoglicanos), actina de citoesqueleto y factores de trascripción intracelular 

(Cbfa1/Rnux2, PPARγ, Sox9 y MEF2) juegan importantes papeles en el compromiso de 

las CTMs en linajes específicos y el mantenimiento de sus fenotipos diferenciados 

(Olsen et al, 2000; Waddington et al, 2003; McBeath et al, 2004; Harada y Rodan, 

2003).     

 

Se ha propuesto que los osteoblastos, condrocitos y adipocitos derivados de 

CTMs pueden cambiar su fenotipo a otros linajes mesenquimales en respuesta a 

estímulos extracelulares específicos (Song y Tuan, 2004).  Durante este proceso, se 

observa proliferación extensiva y las células comprometidas pierden su fenotipo de 

linaje específico, antes de asumir un estado similar a las células troncales primitivas 

tanto en morfología como en función.  Por lo tanto, bajo inducción estas células 

“desdiferenciadas” son capaces de adquirir un nuevo fenotipo indiferenciado, esto es, 

entran en rediferenciación.  De este modo se puede concluir que tanto células 

progenitoras pre-comprometidas y completamente diferenciadas mantienen la 

multipotencialidad y que su plasticidad durante el “cambio fenotípico” puede ser 

preservada durante la diferenciación y ser readquirida bajo circunstancias definidas y 

microambiente apropiado como la reparación y regeneración de tejido (Baskh et al, 

2004). 

 

Otro mecanismo biológico que se ha propuesto pueden llevar a cabo las CTMs, 

es la transdiferenciación, el cual se considera un proceso donde un tipo celular 

comprometido y en progreso hacia un linaje específico, cambia a otro tipo celular a 

través de una reprogramación genética y por tanto se da un cambio fenotípico de un 

tipo celular diferenciado a otro.  Sin embargo, se dice que puede existir la posibilidad de 

contaminación de progenitores celulares y/o fusión celular.  No obstante, Song y Tuan 

demostraron que las CTMs humanas completamente diferenciadas son capaces de 

desdiferenciación y transdiferenciación en células de otro linaje a nivel de una sola 

célula (Song y Tuan, 2004).  Varias líneas de evidencia sugieren la existencia de un 

potencial de  transdiferenciación en células troncales adultas de mamíferos, otros 

hallazgos sugieren que se trata de fusión celular (Terada et al, 2002; Ying et al, 2002) y 

heterogeneidad celular (Verfaille, 2002; Orkin y Zen, 2002).  Se ha sugerido que la 

regulación de la desdiferenciación y transdiferenciación puede jugar un importante 

papel en el desarrollo, mantenimiento y regeneración de tejido en  mamíferos (Song y 
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Tuan, 2004).  Así, se ha demostrado que las CTMs humanas que han sido pre-

comprometidas a un linaje mesenquimal pueden transdiferenciarse en otros tipos 

celulares y que células completamente diferenciadas pueden tener una mayor 

plasticidad de la que se creía (Song y Tuan, 2004).  Con esta propiedad se puede 

requerir modificar el modelo jerárquico de diferenciación celular para incluir rutas de 

transdiferenciación y diferenciación (Eisenberg y Eisenberg, 2003). 

 

Por otra parte, también se han realizado estudios relacionados con la capacidad 

de inmunosupresión de las CTMs.  Así se ha demostrado que las CTMs suprimen 

muchas de las funciones de las células T, B, NK y células dendríticas (DC, por sus 

siglas en inglés) y son pobremente reconocidas por los huéspedes HLA incompatibles. 

Además, los efectos de las CTMs en el sistema inmune pueden ser profundamente 

influenciados no solo por las interacciones celulares, sino también por factores 

ambientales que dan forma a su fenotipo y funciones (Ucelli et al, 2006; Chan et al, 

2006; Nauta et al, 2006; Eliopoulos et al, 2005).  Varias moléculas involucradas en la 

sinapsis del nicho de CTH (Wilson y Trump, 2006) como Gal-1, angiopoyetina-1, 

osteopontina y trombospondina-1 y 2 son altamente expresadas por las células 

mesenquimales que muestran capacidad inmunomodulatoria (Pedemonte et al, 2007). 

 

Las CTMs pueden producir una variedad de factores de crecimiento, citocinas, 

quimiocinas y proteasas que parecen jugar un papel en las funciones 

inmunomodulatorias y/o de migración (Caplan y Dennis, 2006; Kim et al, 2005; Son et 

al, 2006).  Las CTMs expresan un patrón restringido de receptores de quimiocinas, 

incluyendo CXCR4, permitiéndoles migrar a los tejidos bajo atractores quimiotácticos 

específicos (Honczarenko et al, 2006; Ji et al ,2004; Lee et al, 2006; Sordi et al, 2005).  

Estas características parecen ser la base del homing de CTMs a múltiples órganos 

donde entran a un programa de diferenciación en tejido especifico (Liechty et al, 2000).  

Las CTMs están profundamente influenciadas por factores microambientales y pueden 

responder a algunas citocinas inflamatorias como IL-1β (Groh et al, 2005), IL-7 (Huang 

et al, 2006) e IFN-γ, todas capaces de afectar de forma significativa su función 

(Krampera et al, 2006; Figura 5).  Bajo ciertas circunstancias el IFN-γ parece potenciar 

la actividad inmunosupresora de CTMs humanas (Krampera et al, 2006) y en otros 

casos puede inducir a las CTMs a actuar como Células Presentadoras de Antígeno 

(APC, por sus siglas en inglés) no convencionales (Chan et al, 2006; Stagg et al, 2006). 
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Los experimentos in vivo e in vitro sugieren que el comportamiento funcional de las 

CTMs es resultado del efecto combinado de factores solubles y mecanismos mediados 

por el contacto celular. 

 

Las CTMs pueden inhibir la proliferación de células T que han sido cultivadas en 

reacciones mixtas de linfocitos (MLR) o estimuladas por activadores policlonados 

(DiNicola et al, 2002) y transplantadas in vivo pueden prolongar el injerto de piel en 

primates no humanos (Bartholomew et al, 2002).  La supresión de la proliferación de las 

células T no requiere restricción de Moléculas de Histocompatibilidad (MHC) y puede 

ser mediada por las CTMs alogénicas (Krampera et al, 2003; LeBlanc et al, 2003). 

Experimentos in vitro demostraron que las CTMs humanas pueden inducir la generación 

de células T CD4+ con un fenotipo regulador (Treg; Aggarwal y Pittenger, 2005; 

Maccario et al, 2005).  Múltiples experimentos han demostrado que las CTMs inhiben la 

proliferación de linfocitos B, debido al contacto físico entre las CTMs y las células B y en 

parte a factores solubles secretados por las CTMs en el sobrenadante del cultivo 

(Glennie et al, 2005; Augello et al, 2005; Figura 5).  Asimismo, se ha publicado que la 

proliferación de las células NK es inhibida por las CTMs (Krampera et al, 2006; 

Sotiropoulou et al 2006; Spaggiari et al 2006) y este efecto parcial inhibitorio de las 

CTMs en el potencial citolítico de las células NK, se observa sobre células blanco que 

son menos susceptibles a la lisis mediada por células NK (HLA clase I+) que las HLA 

clase I-.  No obstante, las CTMs son altamente susceptibles a la lisis por células NK 

activadas por IL-2 (Sotiropoulou et al 2006; Spaggiari et al 2006; Poggi et al, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Efectos de las CTMs en las células del sistema inmune (modificado de Nauta y Fibbe, 2007) 
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El efecto modulatorio de las CTMs en la respuesta inmune puede afectar la 

función de las DC y generar células presentadoras de antígeno tolerogénicas, e inhiben 

la maduración de DC mieloides derivadas de  monocitos (Maccario et al, 2005; Beyth et 

al, 2005; Jiang et al, 2005; Zhang et al, 2004).  El mecanismo de inhibición de 

diferenciación y función de las DC mediado por CTMs parece ser mediado por factores 

solubles (Aggarwal y Pittenger, 2005; Jiang et al, 2005).  La inhibición de la proliferación 

de linfocitos por CTMs, no es un resultado exclusivo de supresión directa sobre células 

T, sino también puede estar relacionada a un efecto inhibitorio en la maduración, 

activación y presentación de antígenos en DC (Ramasamy et al, 2007; Figura 5). 

  

Por otra parte, se ha observado que cuando se introducen CTMs alogénicas en 

receptores incompatibles estas migran a un amplio rango de tejidos y persisten en el 

huésped (Liechty et al, 2000; Devine et al, 2003).  La introducción intravenosa de CTMs 

en humanos ha llevado a resultados alentadores en diferentes enfermedades, 

incluyendo la enfermedad de injerto contra huésped (LeBlanc et al, 2004), cáncer de 

mama (Koc et al, 2000), osteogénesis imperfecta (Horwitz et al, 2002), leucodistrofia 

metacromática y síndrome de Hurler (Koc et al, 2002), enfermedades hematológicas 

(Lazarus et al, 2005) y embolias (Bang et al, 2005).  No obstante, en algunos casos se 

ha observado que la administración de CTMs alogénicas en huéspedes incompatibles 

resulta en el rechazo de estas células (Eliopoulos et al, 2005), e incluso que  la 

administración de CTMs alogénicas en ratones que reciben transplante de MO 

alogénica no previene el rechazo tan eficientemente como en los ratones infusionados 

con CTMs autólogas (Nauta et al, 2006). 

 

A pesar de los prometedores resultados, el uso clínico de CTMs en 

enfermedades inmunes requiere datos pre-clínicos y también deben tomarse en 

consideración los mecanismos inmunológicos específicos de la enfermedad, así como 

los factores ambientales que pueden afectar significativamente la propiedades 

biológicas de las CTMs (Ucelli et al, 2006). 
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5.  Aplicación Clínica de las CTMs 

  

Las Células Troncales Mesenquimales (CTMs) han despertado gran interés 

porque son obtenidas de un pequeño aspirado de Médula Ósea (MO) y pueden ser 

expandidas hasta 50 doblajes poblacionales en 10 semanas aproximadamente.  

Actualmente se esta probando el potencial de estas células para uso en terapia celular 

y génica en diferentes enfermedades (Figura 6).  Sin embargo, aun hay poca 

información de su origen, multipotencialidad y localización anatómica. No obstante, se 

sabe que las CTMs tienen un alto potencial de expansión, estabilidad genética, pueden 

ser fácilmente colectadas y llevadas del laboratorio al paciente (Giordano et al, 2007).  

Además son capaces de migrar a sitios en los cuales hay daño de tejido y tienen fuertes 

propiedades inmunosupresoras que pueden ser explotadas para transplantes autólogos 

y heterólogos exitosos (LeBlanc y Pittenger, 2005).  A continuación se mencionan 

algunas patologías en las cuales se han empleado las CTMs para favorecer la 

recuperación de los pacientes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Aplicación clínica de las CTMs.  Las células mesenquimales pueden diferenciarse hacia células 

de origen endodermico (hígado), mesodérmico (musculo, cartílago, células cardiacas, hueso) y 

ectodérmico (neuronas);  por lo que pueden utilizarse en el tratamiento de diversas enfermedades. 
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Patologías hematológicas. 

El transplante de Células Troncales Hematopoyéticas (CTH) alogénicas puede 

ser una terapia efectiva para muchas patologías hematológicas.  Sin embargo, puede 

haber un número de problemas relacionados al tratamiento, como infecciones, 

hemorragias, falla de injerto y la enfermedad de injerto contra huésped (Armitage, 1994; 

Tabbara et al, 2002).  Las CTMs han demostrado tener propiedades inmunosupresoras 

y prevenir el rechazo de injerto de piel (DiNicola et al, 2002; LeBlanc y Pittenger, 2005).  

Además producen citocinas que pueden mantener la hematopoyesis y aceleran la 

recuperación de la MO después de quimio y/o radioterapia (Koc y Lazarus, 2001; 

LeBlanc y Pittenger, 2005).  Como ejemplo de esto último, podemos mencionar el caso 

de una mujer de 68 años con anemia aplásica idiopática severa en su fase terminal y 

que rechazó todos los tratamientos anteriores.  Se tomó una biopsia de MO y su 

análisis indicó que no había tejido hematopoyético, hemorragia intersticial, edema, 

necrosis adipocitica o de células estromales.  La paciente recibió un transplante 

alogénico de CTMs y posterior a ello, la mayoría de los trastornos mencionados 

desaparecieron, aunque no hubo recuperación del tejido hematopoyético.  Así, las 

CTMs alogénicas, pueden ser introducidas con seguridad sin inducir ningún efecto 

adverso y/o enfermedad de injerto contra huésped.  De hecho, algunos estudios 

sugieren que el co transplante de CTH y CTMs, pueden producir efectos benéficos en 

pacientes que sufren patologías hematológicas (Fouillard et al, 2003). 

 

En otro estudio una joven de 20 años con leucemia mieloide, recibió un 

transplante de CTH y CTMs alogénicas de su padre haploidéntico.  Las CTMs fueron 

expandidas in vitro y se administraron después del transplante de CTH CD34+ 

purificadas.  La paciente mostró injerto rápidamente y no mostró enfermedad de injerto 

contra huésped (EICH) aguda o crónica.  Sin embargo los estudios quiméricos de MO 

mostraron en un seguimiento de varios meses después del transplante, que el origen de 

las CTMs era 100% del receptor, sugiriendo que las CTMs no injertaron.  Así, los 

efectos benéficos de la coinfusión de CTMs aun no se pueden explicar claramente (Lee 

et al, 2002). 

 

De igual manera en otro estudio Lazarus y cols. eligieron 56 pacientes que 

habían recibido terapia mieloablativa y que habían respondido al tratamiento o que no 

presentaban ningún progreso de la enfermedad. Se obtuvieron CTMs y CTH de 
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hermanos con HLA idénticos. Las CTMs fueron expandidas in vitro y fueron 

administradas, en dosis escalonadas, 4 horas antes de recibir el transplante de CTH. 

Estos pacientes presentaron una pronta recuperación hematopoyética y 23 de los 46 

pacientes que participaron en todas las fases del estudio, no desarrollaron EICH, 

aunque 11 pacientes mostraron recaída a largo plazo (Lazarus et al, 2005).  Esto 

demostró que introducir CTMs, expandidas in vitro, junto con CTH es un procedimiento 

seguro que puede reducir las secuelas del transplante y favorecer la recuperación de la 

MO después del tratamiento mieloablativo (Lazarus et al, 2005). 

 

Enfermedades del corazón. 

La perdida de cardiomiocitos que sigue al infarto al miocardio, induce una 

disfunción contráctil del corazón y muerte de células de músculo cardíaco que son 

reemplazadas por fibroblastos que forman una cicatriz (Ambrose, 2006).  Se ha 

demostrado que la inyección intracoronaria de MO completa o de CTMs puede 

representar un método simple y exitoso para el tratamiento de enfermedades del 

corazón.  Con referencia a esto Strauer y cols. reclutaron a 20 pacientes que habían 

sufrido de infarto transmural.  Después de una cateterización derecha e izquierda, 

angiografía coronaria y ventriculografía izquierda, los pacientes recibieron una 

angiografía con un catéter tipo balón e implantación.  Después de 5-9 días del infarto se 

realizó un aspirado de MO del íleo de 10 pacientes y se obtuvieron las Células 

Mononucleares (CMN), las cuales fueron transplantadas en la región infartada.  

Después de 3 meses, la circunferencia de la región infartada disminuyó 

significativamente, así como el porcentaje de segmentos hipocinéticos, acinéticos y 

discinéticos (Strauer et al, 2002). 

 

De igual forma Chen y sus cols. realizaron un estudio con terapia celular en 

pacientes con infarto agudo al miocardio.  Seleccionaron 69 pacientes a los que se les 

realizó angioplastia o angiografía de emergencia en las 12 horas siguientes al infarto. 

Se realizó un aspirado de 60 ml de MO después de la Intervención Coronaria 

Percutánea (PCI, por sus siglas en inglés) y se cultivaron las CMN por 10 días para 

obtener CTMs.  Se ocluyó la arteria relacionada al infarto en el borde proximal de la 

angioplastia previa y se inyectaron las CTMs en la arteria coronaria blanco.  El 

porcentaje de segmentos hipocinéticos, acinéticos y discinéticos disminuyó después de 
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3 meses.  La velocidad en el movimiento de la pared en el área infartada se incremento 

significativamente al igual que la eyección ventricular izquierda (Chen at al, 2004). 

 

Para su ensayo BOOST (con refuerzo) al azar, Wollert y cols reclutaron 60 

pacientes que sufrieron de infarto agudo al miocardio.  Después de la PCI se colectaron 

células nucleadas de MO y después de 4-8 días de la PCI, se inyectaron en la arteria 

infartada con un catéter balón.  Después de 6 meses del transplante, los pacientes 

presentaron un incremento en la eyección ventricular izquierda y en el movimiento 

sistólico de la pared.  Según los autores, las células de MO autóloga pueden ser usadas 

para aumentar la recuperación funcional ventricular izquierda en pacientes que tuvieron 

infarto agudo al corazón (Wollert et al, 2004).  Este estudio demuestra que la terapia 

celular con células troncales de MO es factible, segura y puede contribuir a la 

regeneración del tejido al miocardio después del infarto. 

 

Según Katritsis y cols, las CMN provenientes de MO si contribuyen al 

mejoramiento de la contractilidad del área infartada del corazón, sin embargo, aunque la 

administración de estas células no purificadas evita los problemas que conlleva la 

expansión celular in vitro, estas contienen solo un pequeño porcentaje de células 

pluripotentes diluidas en una gran cantidad de células ya comprometidas y 

diferenciadas (Katritsis et al, 2005).  

      

Se ha demostrado que el transplante de CTMs tiene un papel anti-inflamatorio, 

ya que se ha observado la disminución en la expresión de los genes de citocinas 

inflamatorias TNF-α, IL-1B e IL-6 (Guo et al, 2007).  Además inhibe la deposición de 

colágeno I y III así como la expresión de genes y proteínas de metaloproteinasas de 

matriz (Xu et al, 2005).  Estas observaciones confirman que los mecanismos paracrinos 

de las CTMs, son responsables de potenciar la sobrevivencia de los miocitos existentes.  

Por otro lado, las CTMs pueden ser estimuladas a diferenciarse hacia células 

endoteliales que participan en el desarrollo de nuevos vasos sanguíneos y 

cardiomiocitos en el tejido isquémico.   

 

Osteogénesis imperfecta. 

La Osteogénesis Imperfecta (OI) es una enfermedad caracterizada por la 

producción de colágeno I defectuoso (la proteína principal del hueso).  Los pacientes 
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tienen fracturas dolorosas, retardo en el crecimiento de huesos, así como deformación 

progresiva.  En experimentos preclínicos llevados a cabo en modelos animales, las 

CTMs transplantadas migraron y se incorporaron en el hueso y el músculo de los 

animales receptores (Pereira et al, 1995; Ferrari et al, 1998; Onyia et al, 1998).  Horwitz 

y cols.  demostraron que los transplantes de CTMs pueden ser útiles para corregir los 

defectos asociados a la OI.  Las CTMs de la MO transplantada pueden migrar a los 

huesos en niños con OI y dar origen a osteoblastos, lo que determina mejoría en la 

estructura ósea (Horwitz et al, 1999).  Un estudio en niños con OI severa tipo III, reveló 

una aceleración en el crecimiento 6 meses después del transplante de CTMs y aunque 

el crecimiento siguió siendo lento, fue más acelerado que antes del transplante.  Los 

efectos positivos fueron atribuidos a la integración de células competentes del donador 

al linaje osteoblástico de los huesos en desarrollo (Horwitz et al, 2001). 

 

Síndrome de Hurler y Leucodistrofia metacromática.   

El síndrome de Hurler es una forma severa de mucopolisacaridosis, una 

enfermedad inherente autosomal recesiva, en donde la deficiencia de α-L-iduronidasa 

resulta en la acumulación de heparan sulfato y dermatan sulfato en los lisosomas.  Los 

pacientes muestran hepatoesplenomegalia progresiva, falla cardíaca, enfermedades de 

los músculos, hidrocefalia y retardo mental. Estos síntomas llevan a la muerte durante 

la infancia (Peters et al, 1998). 

 

La leucodistrofia metacromática es una enfermedad autosomal recesiva debido a 

la deficiencia de arisulfatasa A que produce una acumulación de sulfatidas, lo cual 

causa desmielinización del sistema nervioso central y periférico, esto causa tetraplegia, 

espasmos, retardo mental y ausencia total o parcial de movimiento voluntario (Koc et al, 

2002; Gieselmann, 2003). 

 

Koc y cols administraron CTMs alogénicas en pacientes que sufrían síndrome de 

Hurler y leucodistrofia metacromática.  Después del implante las CTMs pudieron migrar 

y diferenciarse en tejidos como hueso, cartílago, sistema nervioso y periférico y reparar 

estos tejidos (Koc et al, 2002). 

 

Seis pacientes con Síndrome de Hurler y cinco con leucodistrofia metacromática, 

que previamente habían recibido transplante de MO exitoso de hermanos con HLA 



28 

 

idéntico fueron elegidos para transplante de CTMs.  Estas fueron expandidas en cultivo 

e introducidas vía intravenosa.  No se observó toxicidad relacionada a la administración 

celular.  En cuatro pacientes con leucodistrofia metacromática hubo una mejoría 

significativa en la velocidad de conducción de los nervios.  Sin embargo, no se 

presentaron cambios clínicos aparentes tales como mejoría significativa en el estado 

mental o de la condición física.  Por lo anterior, los autores concluyeron que se 

requieren evaluaciones posteriores para definir si el transplante de CTMs es efectivo en 

el tratamiento de la mucopolisacaridosis (Koc et al, 2002).  

 

Enfermedades neurológicas. 

El transplante de CTMs de MO en roedores disminuye el déficit funcional en 

varias enfermedades del Sistema Nervioso Central (SNC) y en las lesiones de la 

médula espinal (Deng et al, 2006; Wislet-Gendebien et al, 2005; Tseng et al, 2007; 

Tropel et al, 2006).  Las CTMs pueden ser inducidas a formar células neuronales 

funcionales, las cuales son transplantadas a modelos animales con desordenes 

neurodegenerativos, incluyendo la enfermedad de Parkinson e isquemia cerebral, 

resultando en la integración exitosa de las células transplantadas y una mejoría en los 

animales receptores (Dezawa et al, 2005).  Estas observaciones han generado interés 

en el potencial uso de CTMs para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas 

y traumas.  Así, en un estudio se reclutaron 21 pacientes con daño completo en la 

médula espinal (SCI, por sus siglas en inglés), los cuales recibieron transplante de 

células de MO autóloga de 10 a 467 días después del trauma que causó la lesión 

(Sykova et al, 2006).  Las células se administraron vía intravenosa e intra-arterial en 

grupos de pacientes agudos (10-30  días post-SCI, n=7) y crónicos (2-17 meses post-

SCI, n=13).  Se observó una mejoría en las funciones motoras y/o sensoriales en los 3 

meses siguientes en 5 de 6 pacientes que recibieron una aplicación intra-arteria, en 5 

de 7 pacientes agudos y en 1 de 13 pacientes crónicos.  Se observó que el transplante 

en las 3-4 semanas siguientes a la lesión, parece jugar un papel importante en la 

recuperación.  Aunque no se puede confirmar que los efectos benéficos observados son 

completamente debidos a la terapia celular, el transplante de MO parece ser seguro ya 

que se realizó el seguimiento a 11 pacientes por mas de 2 años (Sykova et al, 2006).   

 

Por otro lado, en un modelo de rata 6-hidroxidopamina (6-OHDA por sus siglas 

en inglés) con enfermedad de Parkinson las CTMs transplantadas injertaron mejor en el 
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lado lesionado con 6-OHDA que en el lado sin lesión.  Estas migraron a través del 

cuerpo calloso para poblar el estriado, el núcleo talámico y el área de la sustancia nigra 

(Hellman et al, 2006).  Debido a que la enfermedad de Parkinson involucra la 

degeneración de neuronas dopaminergicas y no dopaminergicas, se deben resolver 

muchos problemas antes de la aplicación clínica de las CTMs.   

 

Enfermedades del hígado. 

Actualmente el transplante de hígado esta limitado por la disponibilidad de 

donadores adecuados.  Lee y cols. ya han demostrado que las CTMs provenientes de 

MO pueden ser inducidas hacia el linaje hepático (Lee at al, 2004).  Las células que 

obtuvieron en este estudio tienen una morfología cuboidal y funciones características de 

células hepáticas tales como producción de albúmina, secreción de urea, 

almacenamiento de glucógeno, absorción de lipoproteínas de baja densidad y actividad 

del citocromo 450 inducida por fenobarbital.  En otros estudios, las CTMs humanas 

transplantadas en hígado de ratas tratadas con alcohol (Sato et al, 2005), así como en 

ratones inmunodeficientes Pfp/Rag2 (Aurich et al, 2007), fueron capaces de 

diferenciarse en hepatocitos humanos sin fusión celular.  Por lo tanto, las CTMs 

humanas de MO son capaces de diferenciarse en hepatocitos funcionales y pueden ser 

útiles como una alternativa al transplante de hígado en el tratamiento diversas 

enfermedades hepáticas.  En un modelo de rata con fibrosis inducida por CCl4, las 

CTMs mostraron un potencial efecto terapéutico contra el proceso fibrótico mediante la 

inhibición de la deposición de colágeno, además de su capacidad para diferenciarse en 

hepatocitos (Abdel et al, 2007; Zhao et al, 2005).  Estos estudios demuestran que el 

transplante de células troncales de MO puede llevar a la regresión de la fibrosis en el 

hígado.  Mohamadnejad y cols. han completado la fase I de un estudio en el cual 4 

pacientes con cirrosis fueron transplantados con CTMs de MO, el procedimiento mostró 

ser seguro, factible y hasta el momento se han obtenido resultados prometedores (Lee 

et al, 2008).  Actualmente se esta llevando a cabo la fase II de este estudio.  

 

Compañías que desarrollan Biotecnología con CTMs para su aplicación en Terapia 

Celular. 

Algunas compañías se han enfocado en desarrollar y comercializar biotecnología 

de células troncales humanas, para su aplicación en el campo de la medicina 

regenerativa, con la finalidad de tratar la degeneración de los órganos mas importantes. 
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Osiris Therapeutics, Inc. (www.osiristx.com) tiene 3 productos en pruebas 

clínicas, basados en CTMs: Prochymal, Provacel y Chondrogen.  Con Prochymal se 

evalúa la seguridad y eficacia en el tratamiento de la enfermedad de injerto contra 

huésped.  Los estudios clínicos con Provacel evaluaran su seguridad y eficacia en el 

tratamiento del daño al miocardio después de un infarto agudo.  Chondrogen ha 

mostrado beneficios en modelos animales de menissectomia.   

 

Mesoblast (www.mesoblast.com) es una compañía australiana dedicada a la 

producción de células troncales para ser usadas en estudios clínicos piloto y en 

pacientes con enfermedades ortopédicas y cardiovasculares.  La tecnología de 

Mesoblast permite la extracción, obtención y expansión de CTMs a las que han llamado 

Células Precursoras Mesenquimales (MPC, por sus siglas en inglés).  Están llevando a 

cabo estudios clínicos basados en inyecciones artroscópicas de MPC para la 

regeneración de cartílago.  También están desarrollando terapia celular para la 

reparación del hueso.  Han dicho que tienen la tecnología que puede generar hueso de 

novo y nuevos vasos sanguíneos.  El mismo tipo de terapia esta siendo desarrollada 

para enfermedades arteriales periféricas y falla cardíaca. 

 

BrainStorm Cell Therapeutics, Inc. (www.brainstorm-cell.com) en Israel ha 

desarrollado NurOwn que contiene CTMs adultas y será utilizado en el tratamiento de 

enfermedades neurodegenerativas.  Los científicos de esta compañía han 

transplantado astrocitos derivados de CTMs en modelos de ratas con la enfermedad de 

Parkinson.  Dos semanas después del transplante celular, han observado una mejoría 

significativa en el comportamiento característico de la enfermedad, incluyendo más del 

50% de reducción en los movimientos rotacionales. 

 

6.  Fuentes alternativas de células troncales mesenquimales 

 

Hasta el momento se ha demostrado que las Células Troncales Mesenquimales  

(CTMs) pueden ser obtenidas de diferentes tejidos además de la Médula Ósea (MO), la 

cual, sin embargo, es la fuente primaria para la obtención de estas (Prockop, 1997; 

Bianco y Gehron Robey, 2000; Jori et al, 2005; Beyer Nardi y daSilva Meirelles, 2006; 

Sethe et al, 2006).  No obstante, estas células, constituyen solo un pequeño número del 

total de las células presentes en la MO.  Según Pittenger solo del 0.001% al 0.01% de 
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las células mononucleares obtenidas por un gradiente de densidad (Ficoll/Percoll) dan 

origen a células adherentes tipo fibroblastoide (Pittenger et al, 1999).  El número de 

CTMs obtenidas de este tejido puede variar en términos de cantidad y calidad, aun 

cuando las células son del mismo donador (Phinney et al, 1999). 

 

Además de la MO, las CTMs también se localizan en otros tejidos del cuerpo 

humano (Figura 7).  Hay un gran número de reportes que describen su presencia en 

tejido adiposo (Gronthos et al, 2001), sangre de cordón umbilical, vello coriónico de la 

placenta (Igura et al, 2004), fluido amniótico (Tsai et al, 2004), sangre periférica (Zvaifler 

et al, 2000), hígado fetal (Campagnoli et al, 2001), pulmón (in’t Anker et al, 2003, 

Sabatini et al, 2005), pulpa dental (Miura et al, 2003; Shi et al, 2005), periostio (De Bari 

et al, 2001a; De Bari et al, 2001b), membrana sinovial (De Bari et al, 2001a), músculo 

esquelético (Bosch et al, 2000; Wada et al, 2002; Qu-Petersen et al, 2002; Adachi et al, 

2002), hueso trabecular (Noth et al, 2002) y cordón umbilical humano (Romanov et al, 

2003), sugiriendo que las CTMs esta distribuidas diversamente in vivo.   

 

 

Figura 7.  Fuentes alternativas de CTMs.  Se ha demostrado que se pueden obtener células 

mesenquimales de tejidos tanto fetales como adultos 
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A la fecha hay algunas comparaciones directas de CTMs obtenidas de diferentes 

tejidos.  Kern y cols  hicieron recientemente una comparación donde se presenta una 

correlación de CTMs obtenidas de tres fuentes y expandidas en condiciones de cultivo 

idénticas. Las CTMs no demostraron ninguna diferencia significativa en cuanto a 

morfología e inmunofenotipo. Sin embargo se observaron diferencias en la tasa de 

obtención, capacidad de proliferación y diferenciación (Kern et al, 2006). 

 

En el presente trabajo estudiaremos a las CTMs provenientes de Placenta (PL) y 

Vena de Cordón Umbilical (VCU), debido a ello en las siguientes secciones 

mencionaremos algunas características biológicas de ambas fuentes. 

 

7.  Placenta y Vena de Cordón Umbilical 

 

La Placenta (PL) es el sitio principal de intercambio de nutrientes y gases entre la 

madre y el feto.  Es un órgano fetomaterno con dos componentes: una porción fetal, 

que se desarrolla a partir del saco coriónico  y una porción materna, que se deriva del 

endometrio (Figura 8).  Tiene tres funciones principales: metabolismo, transporte de 

gases y nutrientes y secreción endocrina.  Estas son esenciales para conservar la 

gestación y promover el desarrollo normal del feto.  Tanto la PL como el cordón 

umbilical funcionan como un sistema de transporte para el paso de sustancias entre la 

madre y el feto.  Los nutrientes y el oxígeno pasan de la sangre materna a la fetal, y los 

materiales de desecho y el dióxido de carbono de la sangre fetal a la materna, a través 

de la placenta.  Las membranas fetales y la placenta llevan a cabo las siguientes 

funciones y actividades: protección, nutrición, respiración, excreción y producción de 

hormonas (More y Persaud, 1999) 

 

La porción fetal de la PL (corion velloso) se une con la porción materna de la PL 

(decidua basal) por la concha citotrofoblástica, la capa externa de células trofoblásticas 

en la superficie materna.  Las vellosidades coriónicas en tallo (vellosidades de fijación) 

se unen firmemente con la decidua basal a través de la concha citotrofoblástica y fija el 

saco coriónico a la decidua basal.  Las arterias y venas endometriales pasan a través 

de hendiduras de la concha citotofoblástica y se abren hacia el espacio intervelloso.  Se 

aplica el termino decidua (L. deciduus desprendimiento) al endometrio de la gravidez 

(capa funcional del endometrio en una mujer embarazada).  El nombre indica que esta 
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parte del endometrio se separa (“se desprende”) del resto del útero durante el parto 

(nacimiento).  La decidua tiene tres regiones que se denominan según su relación con 

el sitio de implantación: la parte en la profundidad del concepto que forma el 

componente materno de la PL se denomina decidua basal, la porción superficial que 

recubre el concepto se conoce como decidua capsular y el endometrio restante se 

denomina decidua parietal (decidua verdadera).  El aspecto característico en guijarros 

de la superficie materna depende de áreas vellosas ligeramente abultadas –los 

cotiledones- que están separadas por surcos que en el inicio ocuparon los tabiques 

placentarios.  La superficie de los cotiledones se recubre por fragmentos grisáceos, 

delgados de decidua basal que se separaron de la pared uterina cuando se expulsa la 

PL, los cuales pueden identificarse en cortes de PL que se examinan con microscopio. 

En forma temporal, casi toda la decidua se retiene y se elimina con la hemorragia 

uterina subsecuente (More y Persaud, 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. La placenta consta principalmente de dos porciones: la porción materna o cotiledones y la 

porción fetal o corion velloso. (Modificado de Somkuti, 2008) 

 

Desarrollo placentario. 

El embrión empieza a implantarse en la semana 1.  Esto ocurre como resultado 

de la producción de sustancias que lesionan al endometrio, lo que causa que el embrión 

sea completamente embebido en la pared endometrial; estas sustancias son producidas 

por el sincitiotrofoblasto.  El sincitiotrofoblasto también lesiona las paredes de los vasos 

sanguíneos maternos y las glándulas endometriales, formando lagunas.  Así, los fluidos 

maternos están en contacto directo con el tejido embrionico.  En la semana 2, se 
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empiezan a formar las membranas fetales y el embrión se embebe completamente en la 

pared uterina.  Durante la semana 3 se inicia la circulación placentaria y las estructuras 

extraembrionarias y fetales están bien establecidas.  En la semana 4 puede iniciarse la 

organogénesis (Sweeney, 1998). 

 

El corion que es la parte fetal de la PL, se forma de las capas trofoblásticas y el 

mesodermo extraembrionario.  Se desarrolla una cavidad coriónica en el mesodermo 

embrionario.  El corion permanece conectado al feto mediante un tallo de conexión del 

mesodermo que formara el cordón umbilical.  La estructura de la PL madura empieza a 

desarrollarse en el primer mes.  Las capas trofoblásticas forman proyecciones que 

posteriormente invaden el endometrio uterino.  Ya que estas capas son la parte 

coriónica de la PL, son llamadas vello coriónico.  Este desarrolla en estadios.  El 

contenido de las lagunas esta en contacto directo con la capa más externa del 

sincitiotrofoblasto.  Ya que el sincitiotrofoblasto es siempre la capa fetal más externa, 

esta en contacto directo con  el endometrio materno y sus secreciones.  La parte 

materna de la PL es la decidua y esta formada por una porción del endometrio uterino.  

El estadio inicial de la proyección vellosa consiste del sincitiotrofoblasto cubriendo una 

capa del citotrofoblasto.  Esto se llama vello primario.  Se vuelve secundario cuando el 

mesodermo extraembrionario lo invade para formar una capa de tejido conectivo.  Se 

vuelve terciario en la semana 3 cuando los vasos sanguíneos umbilicales invaden el 

tejido conectivo.  Las lagunas en las cuales se recolecta la sangre y secreciones 

maternas ahora se llaman espacios intervellosos.  La maduración del vello ocurre a 

través del desarrollo fetal.  El vello terciario se desarrolla en un vello troncal principal, 

anclado a los lados materno y fetal de la PL y el vello “libre” que se extiende desde el 

lado fetal hasta los espacios intervellosos.  El tejido coriónico del lado fetal de la PL, se 

condensa en la placa coriónica cuyos tallos principales de los vasos umbilicales están 

distribuidos por todo el vello.  La placa coriónica esta cubierta por amnion en la 

superficie de la cavidad amniótica.  Durante el curso del embarazo, el vello coriónico se 

vuelve más delgado, proveyendo una barrera mínima para la difusión, mientras que el 

número de capilares fetales en este se incrementa.  El citotrofoblasto y el núcleo del 

tejido conectivo se vuelven más delgados y envuelven a los capilares fetales, así que, al 

comienzo del 6to mes, los capilares fetales están separados de los fluidos maternos, 

solo por el sincitiotrofoblasto y una capa delgada de citoplasma.  Esto incrementa la 

eficiencia del transporte (Figura 10; Sweeney, 1998).     
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El cordón umbilical suele unirse con la superficie fetal y su epitelio se continúa 

con el amnios, que se adhiere a la superficie fetal de la PL (Figura 9).  La superficie fetal 

de una PL recién expulsada es lisa y brillante porque esta recubierta por el amnios.  Los 

vasos coriónicos que irradian hacia el cordón umbilical y desde el mismo se ven con 

claridad a través del amnios transparente y liso.  Los vasos umbilicales se ramifican en 

la superficie fetal para formar vasos coriónicos, que penetran en las vellosidades 

coriónicas.  La fijación del cordón umbilical, que conecta embrión o feto con la PL, suele 

encontrarse casi en el centro de la superficie fetal de este órgano fetomaterno, pero 

puede situarse en cualquier punto.  El cordón umbilical suele tener de 1 a 2 cm. de 

diámetro y 30 a 90 cm. de largo (promedio 55 cm.; More y Persaud, 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.  El cordón umbilical.  Consta de dos arterias umbilicales y una vena umbilical, las cuales están 

cubiertas por tejido conectivo mucoide llamado Gelatina de Wharton. (Modificado de Vorvick y Storck, 

2008) 

 

Desarrollo del cordón umbilical. 

El embrión se une a la PL mediante una estructura llamada tallo de conexión.  

Este tallo de conexión alrededor del saco vitelino forma la capa del cordón umbilical.  El 

mesodermo extraembrionario alrededor del saco vitelino se confina a un tallo de 

mesodermo, como una cavidad coriónica formada en la capa mesodermal 

extraembrionaria.  Este tallo mesodermal forma la capa del cordón umbilical, la cual 

contiene el tallo de vitelo externo.  Al final de la semana 3, la alantoides crece dentro del 

tallo, donde se forma la estructura epitelial alrededor del cual el mesodermo 

extraembrionario forma  los vasos umbilicales.  También se forma una estructura central 

endodermal alrededor de la cual las células endodermales forman islas sanguíneas. 

Estas islas sanguíneas forman canales vasculares que crecen juntos para formar la 
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línea de los vasos sanguíneos, que formarán las dos arterias umbilicales maduras y una 

vena.  El tallo de conexión madura en cordón umbilical, mientras se forman los vasos 

umbilicales (Figura 10).  Mientras la membrana amniótica se expande, se plastifica con 

el mesodermo del tallo de conexión, formando su cubierta.  Durante el período fetal, el 

intestino delgado se hernia fuera del cuerpo en el núcleo del cordón umbilical 

(Sweeney, 1998).  El cordón umbilical conecta al embrión tardío con el corion, o al feto 

con la PL.  Durante el desarrollo del cordón umbilical se distinguen 3 etapas: embriónica 

temprana (3-6 semanas), embriónica tardía (9-11 semanas) y fetal (Jirasek, 2004).  El 

cordón umbilical se forma cuando, gracias al plegamiento del embrión, se acercan uno 

al otro el pedículo de fijación y el pedículo vitelino para luego fusionarse (Gómez, 2003).   

 

El cordón suele tener dos arterias y una vena rodeados por tejido conectivo 

mucoide (gelatina de Wharton; Figura 9).  Como los vasos umbilicales son más largos 

que el cordón, por lo regular se doblan o retuercen (More y Persaud, 1999).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10.  Desarrollo de la placenta y el cordón umbilical. A. Formación de las vellosidades coriónicas 

primarias y secundarias.  B. Formación de las vellosidades coriónicas terciarias.  C. Formación del 

primordio del cordón umbilical.  D. Placenta y cordón umbilical.  (Tomado de Moore y Persaud, 1999) 
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Se ha propuesto que las células troncales obtenidas de la PL después del  parto 

de un embarazo a término tienen una variedad de ventajas.  Aunque no tienen el 

potencial de diferenciación y proliferación de las células troncales embriónicas, las 

células derivadas de la PL aun son de origen fetal y pueden ser superiores a las células 

troncales adultas en muchos aspectos.  No se requieren procedimientos invasivos para 

obtener el órgano, ya que este es expulsado después del nacimiento.  No se generan 

conflictos éticos ya que el órgano será desechado de cualquier manera.  Usando este 

órgano fácilmente accesible y libre de controversia se ha aislado una población de 

células multipotentes de la PL humana posparto a término (Yen et al, 2005). 

 

Las células mesenquimales derivadas de la PL, se han obtenido y expandido en 

medio suplementado solo con suero fetal bovino o con aminoácidos y antioxidantes sin 

cambios morfológicos y característicos.  Por lo tanto, la PL puede ser una atractiva y 

rica fuente de células troncales mesenquimales (Fukuchi et al, 2004).  Según el Primer 

Taller sobre Celulas Troncales derivadas de Placenta existen cuatro regiones de la 

misma: amniótica epitelial, amniótica mesenquimal, coriónica mesenquimal  y tejido 

trofoblástico coriónico; siendo esta ultima la región con la cual se llevo a cabo el trabajo 

de la presente tesis.  De acuerdo a lo anterior existen al menos cuatro poblaciones 

celulares con características troncales o progenitoras: Células Amnióticas Epiteliales 

humanas (hAEC, por sus siglas en inglés), Células Estromales Amnióticas 

Mesenquimales humanas (hAMSC, por sus siglas en inglés), Células Estromales 

Coriónicas Mesenquimales humanas (hCMSC, por sus siglas en inglés) y Células 

Trofoblásticas Coriónicas humanas (hCTC, por sus siglas en inglés; Parolini et al, 

2008).  Algunos estudios señalan que las CTMs provenientes la parte fetal de la PL 

tienen un período de vida media menor que aquellas CTMs obtenidas de la parte 

materna o decidua (D-MSC, por sus siglas en ingles; Portman-Lanz et al, 2006; Soncini 

et al, 2007; Okamoto et al, 2007).  A pesar de que existen diversos estudios donde se 

obtienen CTMs de PL aun no se han reportado características como el porcentaje de 

obtención y la frecuencia en la cual se encuentran estas células, solo se ha reportado la 

morfología fibroblastoide y aunque hay estudios que indican la capacidad de 

diferenciación neural no se sabe si estas células son capaces de expresar marcadores 

de tipo neural antes de ser cultivadas en medio inductor. 

 

Algunos estudios realizados sugieren que las CTMs están presentes en la capa 



38 

 

subendotelial de la Vena del Cordón Umbilical (VCU) humano y que pueden ser 

obtenidas, cultivadas y expandidas mediante técnicas rutinarias.  El cultivo primario 

inicial consiste de dos tipos principales de células: células endoteliales positivas vWF y 

PECAM-1y CTMs positivas para ASMA (Romanov et al, 2003). 

 

Los resultados de los estudios morfológicos y de inmunofenotipo de CTMs de 

VCU sugieren que estas células están relacionadas con las CTMs obtenidas de MO y 

otras fuentes.  La morfología fibroblastoide, la ausencia de marcadores endoteliales y 

de leucocitos, la expresión de ASMA y las moléculas de adhesión típicas de estroma 

que soporta la mielopoyesis apoyan la idea de que son CTMs.  Los resultados 

preliminares de los estudios sobre potencialidad muestran que un número predominante 

de células con morfología fibroblastoide que provienen de VCU acumulan lípidos o 

expresan fosfatasa alcalina cuando se exponen a condiciones de cultivo apropiadas 

(Romanov et al, 2003).  Aunque los estudios morfológicos de CTMs de VCU señalan 

que estas son fibroblastoides, no se ha reportado si existen otros tipos o subtipos 

morfológicos, tampoco se han buscado marcadores neurales en ausencia de estimulo y 

en el caso del porcentaje de obtención solo Secco y cols. han reportado el 100% de 

obtención de CTMs provenientes de VCU (Secco et al, 2008).  
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II.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

La fuente principal de Células Troncales Mesenquimales (CTMs) es la Médula 

Ósea (MO), tanto en estudios experimentales como de aplicación clínica.  Sin embargo, 

los estudios señalan una disminución significativa en el número de CTMs según 

aumenta la edad (Rao y Mattson, 2001), esto sumado a lo invasivo del procedimiento 

de obtención de MO y a la dificultad para encontrar donadores compatibles, hace 

necesaria la búsqueda de fuentes alternativas de estas células. 

 

Se ha demostrado la presencia de CTMs en Placenta (PL) y Vena de Cordón 

Umbilical (VCU), sin embargo se desconoce el porcentaje de obtención y la frecuencia 

de CTMs en ambas fuentes e incluso tampoco es claro si presentan la misma 

morfología, inmunofenotipo y potencial de diferenciación que aquellas provenientes de 

MO. 

 

Por todo esto, en este trabajo se pretende establecer el porcentaje de obtención 

y frecuencia de CTMs provenientes de PL y VCU, en nuestras condiciones de cultivo. 

Además, se evaluará la morfología, inmunofenotipo y capacidad de estas células para 

diferenciarse in vitro hacia adipocitos, osteoblastos, condrocitos y células neurales y 

realizar una comparación con aquellas provenientes de MO. 
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III.  HIPOTESIS 

 

Nuestro grupo de trabajo ha establecido la técnica para cultivar CTMs a partir de 

Médula Ósea (MO), si nosotros empleamos las mismas condiciones de cultivo, 

obtendremos Células Troncales Mesenquimales (CTMs) de Placenta (PL) y Vena de 

Cordón Umbilical (VCU) con las mismas características respecto a porcentaje de 

obtención, frecuencia, morfología e inmunofenotipo que aquellas provenientes de MO. 

Asimismo, hemos establecido las condiciones de inducción de diferenciación de las 

CTMs de MO, si nosotros empleamos las mismas condiciones de diferenciación, 

podremos inducir a las CTM de PL y VCU hacia la diferenciación adipogénica, 

osteogénica, condrogénica y neural, al igual que las CTMs de MO. 
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IV.  OBJETIVOS 

 

1. Objetivo General. 

Realizar un estudio comparativo de la morfología, inmunofenotipo y capacidad de 

diferenciación de las células troncales mesenquimales de Médula Ósea y aquellas 

provenientes de Placenta y Vena de Cordón Umbilical.  

 

 

2. Objetivos Particulares. 

 Obtención y cultivo de Células Troncales Mesenquimales provenientes de Médula 

Ósea, Placenta y Vena de Cordón Umbilical.  

 Determinar el porcentaje de obtención y frecuencia de Células Troncales 

Mesenquimales en muestras de Médula Ósea,  Placenta y Vena de Cordón 

Umbilical. 

 Evaluar la morfología de las Células Troncales Mesenquimales obtenidas a partir de 

los cultivos de Médula Ósea, Placenta y Vena de Cordón Umbilical. 

 Evaluar el inmunofenotipo de las Células Troncales Mesenquimales obtenidas a 

partir de los cultivos de Médula Ósea, Placenta y Vena de Cordón Umbilical. 

 Determinar la capacidad de diferenciación de las Células Troncales Mesenquimales 

obtenidas de Médula Ósea, Placenta y Vena de Cordón Umbilical, hacia células 

adipociticas, osteoblásticas, condrogénicas y neurales. 
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V.  METODOLOGIA  

1.  Obtención de muestras.   

Las muestras de cordón umbilical y placenta se obtienen de partos o cesáreas de 

embarazos a término en el Hospital Regional de Zona 2ª, Troncoso del IMSS.  La 

médula ósea de sujetos sanos, se obtiene de donadores de MO para transplante 

alogénico, mediante la toma de un aspirado en la cresta iliaca postero-superior previa 

anestesia local, en el Hospital de Especialidades del CMN SXXI, IMSS. 

 

2.  Obtención y cultivo de células mesenquimales.   

Para obtener las células mesenquimales de los aspirados de MO se usa un kit 

comercial basado en la selección negativa de la población (Stem Cell Technologies, 

Rosette Sep®).  Se toman de uno a dos ml del aspirado de MO y se incuba a 

temperatura ambiente por 20 min con un cóctel de anticuerpos que incluye CD14, 

CD19, CD38 y CD66b.  Las células se someten a una separación con Ficoll (Ficoll-

Hypaque Plus) durante 25 min a 300 gravedades.  Se obtiene la interfase y se lava con 

PBS.  Para obtener el botón celular se centrífuga por 7 min a 1200 rpm.  El conteo 

celular se realiza mediante una dilución con azul de tripano (Gibco) y el uso de un 

hemocitometro.  Las células se cultivan en placas de 24 pozos (Corning) tratadas para 

permitir el crecimiento de células adherentes.  Se cultivan a una densidad de entre 

50,000 a 300,000 cel/ml en un medio comercial específico para células mesenquimales 

Mesencult™ (Stem Cell Technologies) suplementado con 15% de Suero Fetal Bovino 

(SFB) 100 U/ml de penicilina, 100 μg/ml de estreptomicina y 2 mM de L-glutamina.  Las 

células se siembran en botellas de cultivo de 25 cm2 y se mantienen en incubación a 

37°C en una atmósfera húmeda al 5%, los cambios posteriores se realizan cada tercer 

día.  Una vez que han llegado a confluencia se colectan utilizando una solución de 0.5% 

tripsina-0.02% EDTA (Gibco) durante 7 min y se lavan con PBS y se centrifugan por 9 

min a 1200 rpm.  El botón celular obtenido se resuspende en medio y se cultiva en 

placas de 6 pozos (Corning) a una densidad de 20,000 cel/pozo en 3 ml. 

 

Para obtener las CTMs de PL se toma una muestra de aproximadamente 5 cm 

de diámetro  de la región fetal  y se coloca en una caja petri donde se lava con buffer de 

fosfatos (PBS, Gibco) para quitar el exceso de sangre.  Se pasa a otra caja en donde se 

corta en pedazos de aproximadamente 3 mm, posteriormente se coloca en un matraz 

Erlemmeyer y se agrega una solución de 0.5% tripsina-0.2% EDTA (Gibco, BRL) hasta 
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cubrir el tejido, se cubre el matraz con una gasa estéril y se incuba a 37°C en agitación 

constante para realizar una disgregación enzimática y mecánica al mismo tiempo.  Se 

hace pasar el disgregado por un a malla de nylon, se colecta la suspensión celular y se 

centrífuga durante 9 min. a 1200 rpm.  Se resuspende el botón celular en Medio Eagle 

Modificado por Dulbeco bajo en glucosa (DMEM-LG, por sus siglas en ingles; Gibco), 

suplementado con 15% de SFB, (Gibco), 100 U/ml de penicilina, 100 μg/ml de 

estreptomicina y 2 mM de L-glutamina y las células se siembran en una botella de 25 

cm2.  Se cultivan a una densidad de siembra de 5,000,000 a 6,500,000 cel /ml en medio 

específico para céulas mesenquimales antes mencionado. 

  

De las muestras de cordón umbilical se obtienen las CTMs de acuerdo al método 

HUVEC.  Brevemente, se colocan cánulas por los extremos de la vena del cordón 

umbilical y se lava haciendo pasar 10 ml de solución HEPES.  Se hace un amarre por 

uno de los extremos del cordón umbilical y se llena con colagenasa al 0.1% en medio 

199 suplementado con antibióticos.  El cordón se coloca en un contenedor con HEPES 

y se incuba a 37°C por 20 min.  Se colecta la suspensión celular y se lava la vena con 

10 ml de solución PBS.  La suspensión celular se centrífuga por 9 min a 1200 rpm y se 

resuspende en DMEM-LG suplementado con 15% de SFB, 100 U/ml de penicilina, 100 

μg/ml de estreptomicina y 2 mM de L-glutamina.  Las células se siembran en botellas de 

cultivo de 25 cm2 y se mantienen en incubación a 37°C en una atmósfera húmeda al 

5%, los cambios posteriores se realizan cada tercer día.  Cuando los cultivos se 

encuentran al 80% de confluencia se colectan las células utilizando una solución de 

0.5% tripsina-0.2% EDTA y se resiembra a una nueva botella de cultivo a una densidad 

de 20,000 cel/ml. 

 

3.  Detección de Unidades Formadoras de Colonias (CFU-F). 

Las CFU-F de MO se detectan mediante la inoculación  de 1.5x104 CTMs 

obtenidas de la fracción enriquecida mediante Rosette Sep® en cajas petri de 35 mm 

con DMEM bg al 10% SFB.  Los cultivos se incuban a 37°C al 5% CO2.  Después de 3 

días se retiran las células no adherentes y se cambia el medio.  Se incuba por 7 días 

mas.  Posteriormente se desecha el medio y se tiñen las células con Wright-Giemsa.  

Los clones con >50 células se cuentan como CFU-F. 

 

Las CFU-F de PL y VCU se detectan mediante el cultivo de las CMN obtenidas 
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de la digestión enzimática.  De la misma forma que para las CFU-F de MO los clones 

con >50 células se cuentan como CFU-F. 

 

4.   Morfología de las CTMs.  

Para determinar la morfología de las CTMs, se siembran 6X104 en una caja petri 

de 100 mm (Cell Culture Dish, Corning) y cuando las células llegan a una confluencia 

del 70% se desecha el medio, se adiciona PBS por 10 min y se tiñe con Azul de 

Toluidina durante 40 min.  La caja se lava con agua destilada y se deja secar. 

Posteriormente se observa bajo el microscopio y se cuentan los diferentes tipos 

celulares de acuerdo a su morfología. 

 

5.  Inmunofenotipo de las células mesenquimales.   

Para determinar el inmunofenotipo de las CTMs obtenidas, se analiza la 

expresión de algunos antígenos de superficie mediante citometría de flujo en un equipo 

Coulter Epics Altra Flow Cytometer (Beckman Coulter,  Brea, CA).  Se incuban 2 X105 

células en 50µl de PBS al 2% de SFB durante 30 minutos en hielo y en oscuridad  con 

uno de los siguientes anticuerpos monoclonales: anti-CD13-PE, anti-CD14-PE, anti-

CD29-FITC, anti-CD31-FITC, anti-CD34-FITC, anti-CD44-PE, anti-CD45-FITC, anti-

CD54-PE, anti-CD62-L-FITC anti-CD105-PE, anti-HLA-DR-PE, anti-CD117 (todos de 

Caltag Laboratories, Burlingame, CA); anti-CD49b-PE, anti-CD58-PE, anti-CD73-PE, 

anti-CD166-PE, anti-HLA-ABC-FITC, anti-CD10-FITC, anti-PDGFR (todos de Beckton 

Dickinson/PharMingen, San José, CA, USA), anti-CD90-FITC (Immunotech, Marseille, 

France) y anti-CD133 (Miltenyi Biotec GmbH, Germany).  Se incluyen los controles 

incubando a las células con el correspondiente isotipo de acuerdo al anticuerpo primario 

IgG2a-PE (Caltag Laboratories), IgG1-FITC (Caltag Laboratories).  Las células 

marcadas se analizan contando un mínimo de 10,000 eventos en el citómetro. 

 

6.  Capacidad de diferenciación osteogénica, adipogénica y condrogénica. 

Para inducir la diferenciación osteogénica, se usan células mesenquimales de la 

2da resiembra las cuales se cultivan en medio osteogénico (Stem Cell Technologies, 

Vancouver, Canadá) y en cámaras con base desmontable para ser usadas como 

laminilla (Lab-Tek II Chamber Slide System, Nalgueen Nunc Inter) durante 4 semanas y 

con cambios de medio 3 veces por semana.  Para la detección de depósitos de calcio 

con Von Kossa, se incuba con PBS por 10 min a temperatura ambiente, se adiciona 
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nitrato de plata al 5% y se incuba en la luz por 3 h, se lava con agua destilada  y se 

adiciona hiposulfito de sodio por 2 min, se lava con agua destilada y se contrasta con 

azul de toluidina, se deshidrata y se monta con xileno. 

 

Para inducir la diferenciación condrogénica se usan células de 2da resiembra, las 

cuales se colocan en un tubo de polipropileno de 15 ml y se centrifugan a 1000 rpm por 

5 min para obtener un botón celular (del cual se forma la micromasa en presencia de 

TGF- β1, que induce la sintesís de fibras de fibronectina y otros proteoglicanos 

presentes en la matriz extracelular), se agrega medio condrogénico y se cultiva durante 

4 semanas.  Se realizan cambios de medio 3 veces por semana.  El medio 

condrogénico consiste en DMEM alta glucosa suplementado con 0.1 μM de 

dexametasona, 50 μg/ml AsA, 100 μg/ml de piruvato de sodio, 40 μg/ml de prolina, 10 

ng/ml de TGF-β1 y 50 mg/ml de ITS+ premix (Beckton-Dickinson; 6.25 μg/ml de insulina, 

6.25 μg/ml transferían, 6.25 5 ng/ml de acudo selénico, 1.25 mg/ml de albúmina de 

suero bovino (BSA) y 5.35 mg/ml de ácido linoleico).  Para evaluar la diferenciación 

condrogénica se fijan las micromasas en formaldehído al 4% y posteriormente se 

deshidratan en diluciones seriales de etanol y se incluyen en bloques de parafina.  Los 

bloques se cortan en listón y se tiñen con azul de toluidina para la detección de 

mucoplisacaridos y Tricrómico de Masón para determinar la presencia de colágeno. 

 

Para inducir la diferenciación adipogénica se usan también células de la 2da 

resiembra, las cuales son cultivadas en medio adipogénico (Stem Cell Technologies, 

Vancouver, Canadá) durante 4 semanas.  Se realizan cambios de medio 3 veces por 

semana.  Para evaluar la diferenciación adipogénica, se incuba la caja durante 10 

minutos con PBS y la capa celular se fija con formalina buffer al 10% durante 1 hora.  

Se adiciona isopropanol al 60% durante 5 min, y posteriormente se agrega Rojo Oleoso 

durante 20 min.  Se lava con agua destilada y se contrasta con hematoxilina de Harris  

por 1 min.  Las laminillas se montan con propilenglicol, se dejan  secar y se observan 

bajo el microscopio. Los lípidos se tiñen de rojo. 

 

7. Inducción Neural y Expresión de Proteínas Neurales. 

Para la inducción neural se siembran 1 x104 CTMs se cultivan en cámaras Lab-

Tek II (Chamber Slide System, Nalgen Nunc Inter) y en medio DMEMbg suplementado 

con 10% de SFB o en presencia de medio de diferenciación neural Neurocult (NS-A 
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basal medium with NS-A differentiation supplements; STI; StemCells Technologies) 

durante 10 días, con dos cambios de medio, retirando la mitad del medio por cada 

cambio.  Posteriormente las células se fijan con acetona y se lavan en PBS  con 1% de 

Triton X-100.  Las cámaras se incuban con PBS-Triton suplementado con 10% de suero 

de caballo durante 1 hora a temperatura ambiente.  Posteriormente las placas se 

incuban toda la noche con uno de los siguientes anticuerpos mono- o policlonales (Mo 

Abs o Po Abs, respectivamente): anti-Nestina, anti-NF-200Kd, anti-Map2, anti-NeuN 

(todas Mo Ab, Chemicon, Int. CA, USA) y anti-GFAP (PoAb, DAKO, Carpinteria, CA). 

Las cámaras se lavan con PBS-Tritón y se incuban por dos horas con uno de los 

siguientes anticuerpos secundarios: cabra anti-conejo IgG-FITC (Chemicon) y cabra 

anti-ratón IgG-Alexa 450 (Molecular Probes).  Para teñir los núcleos se utiliza yoduro de 

propidio.  Las cámaras se montadas con  medio para montar Vectashield (H-1000; 

Vector Laboratory, Burlingame, CA).  Los análisis se realizan usando un microscopio 

Axiovert 100 M y un sistema de análisis confocal LSM 510 Zeiss.  Los fluoroforos  se 

excitan con láser de ion argón de 488 nm y láser de Ion HeNe de 543 nm. La emisión 

de fluorescencia se monitorea con el paso a bandas de 505-530 nm ó el paso a filtros 

de 650 nm de longitud.  

 

8.  Análisis Estadístico.  

Los datos se analizan  en el programa computacional SPSS (versión 9.0.0, SPSS 

Inc., 1989-1999).  Se emplean pruebas de T y análisis de varianza multivariada para 

determinar diferencias significativas entre los datos.  La significancia estadística se 

determina cuando los valores de P son inferiores a 0.05. 
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VI.  RESULTADOS 

 

1.  Obtención de CTMs de MO, PL y VCU. 

En el presente estudio fue posible obtener CTMs a partir de las tres fuentes 

estudiadas: aspirados de MO, muestras de la región trofoblástica de PL y de VCU. 

 

2.   Porcentaje de Obtención y Frecuencia de CTMs en MO, PL y VCU. 

Se procesaron 9 muestras de MO (Tabla 1), 8 muestras de tejido placentario de 

la región trofoblástica (Tabla 1) y 59 muestras de VCU (Tabla 2) de partos y cesáreas 

de embarazos a término, de los cuales, se obtuvieron CTMs en 9, 8 y 6 de las muestras 

procesadas respectivamente, lo que resulta en un 100% de obtención tanto de MO 

como de PL y un 10% de VCU (Tabla 3).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1. Número de Células Mononucleares (CMN) y número de Unidades Formadoras de 

Colonias (CFU-F) obtenidas inicialmente por muestra en Médula Ósea (MO) y Placenta (PL). 

 

 

 

 

 

Muestra 
MO 

No  inicial de  
CMN en MO 

No de CFU-F 
en MO 

1 400,000 14 

2 108,288 1 

3 275,372 6 

4 109,000 39 

5 1,292,500 6 

6 ND ND 

7 ND ND 

8 ND ND 

9 ND ND 

Muestra 
PL 

No inicial de  
CMN en PL 

No de CFU-F 
en PL 

1 800,000 1 

2 247,000 3 

3 64,000,000 7 

4 30,400,000 3 

5 8,400,000 2 

6 39,200,000 4 

7 34,500,000 3 

8 90,000,000 10 
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Muestra 
VCU 

No inicial 
de CMN 
en VCU 

No de 
CFU-F 

en 
VCU 

Muestra 
VCU 

No inicial 
de CMN 

 en VCU 

No de 
CFU-F 

en 
VCU 

Muestra 
VCU 

No inicial 
de CMN  
en VCU 

No de 
CFU-F  

en 
VCU 

1 ND ND 21* ND 22 41 ND - 

2 ND ND 22 ND ND 42 ND - 

3 1,400,000 - 23 ND - 43 ND - 

4 30,500 - 24 ND - 44 ND - 

5 285,000 - 25* ND 6 45 ND - 

6 600,000 - 26* ND 2 46 ND - 

7 576,000 - 27 ND ND 47 ND - 

8 206,250 - 28* ND 2 48 ND - 

9 279,000 - 29 ND - 49 ND - 

10 375,000 - 30 ND - 50 ND - 

11 125,000 - 31 ND - 51* ND 4 

12* 50,000 29 32 ND - 52 ND - 

13 150,000 - 33 ND - 53 ND - 

14 ND - 34 ND - 54 ND - 

15 ND - 35 ND - 55 ND - 

16 ND ND 36 ND - 56 ND - 

17 ND - 37 ND - 57 ND - 

18 ND - 38 ND - 58 ND - 

19 ND - 39 ND - 59 ND - 

20 ND - 40 ND -    

Tabla 2. Número de Células Mononucleares (CMN) y número de Unidades Formadoras de 

Colonias (CFU-F) obtenidas inicialmente por muestra en Vena de Cordón Umbilical (VCU). *Muestras 

en las que se obtuvieron CTMs. 
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La frecuencia de CTMs en MO se obtuvo mediante el conteo de CFU-F  de 

acuerdo a lo descrito en metodología, así obtuvimos 1 CTM en 0.031x106 CMN y en PL 

fue de 1 CTM en 8x106 CMN, lo que nos indica que las CTMs son mas frecuentes en 

MO que en PL (Tabla 3).  Con respecto a la frecuencia de CTMs en VCU, esta no pudo 

ser determinada ya que el método de obtención usado permite el desprendimiento de la 

matriz de la vena procesada y en dicha matriz quedan embebidas muchas células al 

momento de la obtención, lo cual hace que el conteo celular sea muy variable en cada 

muestra y por lo tanto no sea confiable.  Los resultados obtenidos nos indican que se 

obtienen más frecuentemente CTMs en MO que en PL. 

 

 

 

 

Tabla 3.  Porcentaje de obtención y frecuencia de CTMs en muestras de MO, PL y VCU. (a) Rango de 

CMN obtenidas en las muestras positivas para CTMs, (b) Promedio de los valores obtenidos de CMN en 

las muestras positivas para CTMs. 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tipo de 
No de 

Muestras 
No de 

muestras 
% de  

No de 
CMN 

Frecuencia 
de 

Muestra Procesadas Positivas Obtención  X106 CTMs/CMN 

MO 9 9 100 22.7-200a 1/0.03x106 b 

PL 8 8 100 8.4-90a 1/8x106 b 

VCU 59 6 10 ND ND 
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3.   Morfología de CTMs de MO, PL y VCU. 

Se establecieron capas de CTMs de MO, PL y VCU las cuales fueron teñidas con 

azul de toluidina al llegar a una confluencia del 70% para analizar la morfología celular 

(Figura 1A). 

 

En los cultivos de CTMs de MO se identificaron cuatro tipos celulares 

morfológicamente distintos, los cuales fueron nombrados de la siguiente forma de 

acuerdo a su tamaño y características: grande, células con el citoplasma muy 

extendido; fibroblastoide, células alargadas; neural, células con extensiones 

citoplásmicas parecidas a dendritas y pequeña, células con el citoplasma reducido 

(Figura 1B). 

 

Al analizar la morfología de las CTMs provenientes de MO, se observó que el 

8.3% correspondió a las células grandes (Figura 1B).  Por su parte, el tipo celular más 

común fue el que presentó morfología fibroblastoide con un 69.9% y más aún, dentro de 

esta población celular se identificaron cinco tipos morfológicamente distintos y sin 

diferencias significativas en los porcentajes obtenidos entre ellos: romboide, célula con 

el citoplasma extendido en forma de rombo; lamelopodia-lamelopodia, célula alargada 

en los dos extremos anchos; lamelopodia-filopodia, célula alargada con un extremo 

ancho y un extremo en punta; filopodia-filopodia, célula alargada con los dos extremos 

en punta y triangular, célula con el citoplasma extendido en forma de triangulo (Figura 

1C).  Las células con morfología neural conformaron el 6.2% de las CTMs de MO.  

Mientras las células pequeñas correspondieron al 15.5% de las células en cultivo 

(Figura 1B).  Se encontraron diferencias significativas entre las células que presentaron 

morfología neural y pequeña (Figura 1B). 

 

En lo que se refiere a la morfología de las CTMs obtenidas de PL y VCU también 

se encontraron los mismos cuatro tipos morfológicos celulares. 

 

En PL las células grandes conformaron el 9.6% de la población total.  De la 

misma forma que en MO, la morfología fibroblastoide fue la más frecuente con el 73.7% 

(Figura 1B) y se observaron los cinco tipos celulares morfológicamente distintos 

presentes en cultivos de MO y de igual forma sin diferencias significativas en los 

porcentajes entre ellos.   
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A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
C 

Figura 1.  Morfología de CTMs de MO, PL y VCU.  Se observaron diferentes tipos morfológicos en los cultivos celulares a 

partir de las tres fuentes.  Cada tipo celular fue nombrado según las características morfológicas observadas, los resultados se 

presentan en porcentajes de cada tipo celular y corresponde a la media de los valores a partir de experimentos separados (MO 

n=9; PL n=5; VCU n=5).  (A) Cultivo de CTMs de MO, PL y VCU teñidos con Azul de Toluidina, 10x.  (B) Tipos celulares 

morfológicamente distintos; grande  (9321µ de longitud); fibroblastoide (4525µ de longitud); Neural (735.2µ de longitud) 

y células pequeñas (122.7µ de longitud), 20X. (C) Tipos celulares morfológicamente distintos, encontrados dentro de la 

morfología fibroblastoide, 20X. (a) Significantemente mayor a todos los demás tipos celulares dentro de los cultivos de MO, 

PL y VCU. (b) Significativamente mayor a células con morfología neural dentro de los cultivos de MO, PL y VCU (p<0.05). 

(c) Significativamente mayor en cultivos de MO con respecto a PL y VCU (p<0.05). 
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b
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1% 
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El 1.2% de las células en cultivo correspondieron a las células con morfología 

neurítica y el 13.9% a células pequeñas, valores significativamente diferentes.    

 

En los cultivos de CTMs provenientes de VCU, las células grandes representaron 

el 6.2% del total de la población celular.  De la misma forma que en cultivos de CTMs 

de MO y PL, el tipo celular más frecuente fue el fibroblastoide con el 83.4%.  Igualmente 

se observaron los cinco tipos celulares morfológicos en la población fibroblastoide, sin 

diferencias significativas en los porcentajes entre ellos.  Se observaron diferencias 

significativas en los porcentajes obtenidos entre células pequeñas (9.8%) y neuríticas 

(1%).   

 

Al comparar los porcentajes obtenidos en la morfología de las CTMs (cuatro tipos 

celulares) entre las tres fuentes evaluadas, no se observaron diferencias significativas 

entre los valores para células grandes, fibroblastoides y pequeñas, sin embargo el 

porcentaje de células neuríticas fue mayor en los cultivos de CTMs de MO en 

comparación con aquellos de PL y VCU (Figura 1B).  

 

Todo lo anterior nos indica que en los cultivos de CTMs de las tres fuentes 

analizadas se presentan distintos tipos celulares con diferente morfología y que el 

porcentaje de ellos es similar en dichas fuentes.  No obstante, se debe destacar que se 

encontró un mayor porcentaje de células con morfología neurítica en los cultivos de 

CTMs provenientes de MO que en aquellos de PL y VCU. 
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4.  Inmunofenotipo de CTMs de MO, PL y VCU. 

Con el fin  de conocer el inmunofenotipo de las CTMs provenientes de MO, PL y 

VCU, se analizó la expresión de distintos antígenos de superficie mediante citometría 

de flujo (Figura 2).  Las células de las tres fuentes fueron negativas para marcadores 

hematopoyéticos como CD14, CD34 y CD45, así como para CD62L (receptor de CD34) 

y HLA-DR (Tabla 4; Figura 2).  También fueron negativas para el marcador endotelial 

CD31. 

 

Las CTMs de MO, PL y VCU expresaron moléculas de adhesión  como CD29, 

CD44, CD49b, CD58 y CD166 (Tabla 4).  En el caso de CD49b se observaron 

diferencias significativas entre las CTMs provenientes de MO y aquellas de PL y VCU, 

ya que en la primera observamos una expresión media, mientras que en las dos últimas 

la expresión fue alta (Tabla 4).  El resto de los marcadores de superficie celular no 

presentaron diferencias significativas en cuanto al porcentaje de expresión entre las 

diferentes fuentes celulares, sin embargo, las CTMs de las tres fuentes presentaron 

fluctuaciones en la expresión de CD29 (46±32%, 81±23% y 81±17% para MO, PL y 

VCU, respectivamente; Tabla 4).  En el caso de CD44 solo las CTMs de MO y PL 

mostraron expresión variable entre las muestras analizadas (90±13% y 86±29%, 

respectivamente), a diferencia de aquellas provenientes de VCU (95±3%; Tabla 4).  Con 

respecto a CD58, en las muestras de CTMs de las tres fuentes, su expresión fue muy 

variable entre ellas (75±32%, 72±20% y 88±13% para MO, PL y VCU, respectivamente; 

Tabla 4).  Por su parte MO y PL presentaron una expresión alta y uniforme de CD166 a 

diferencia de VCU (Tabla 4). 

        

Las células provenientes de las tres fuentes presentaron positividad para los 

marcadores propuestos como característicos de CTMs CD73, CD90 y CD105 (Dominici 

et al, 2006).  En el caso de CD73 las células provenientes de MO, PL y VCU 

presentaron una expresión alta, aunque se encontró variación en VCU (81±18%), a 

diferencia de MO y PL donde se observó una expresión mas uniforme (97±3 y 97±6, 

respectivamente; Tabla 4).  Por otro lado, en la expresión de CD90 en MO, PL y VCU 

se observaron fluctuaciones de 85±15%, 57±21% y 67±29%, respectivamente (Tabla 4).  

En lo que se refiere a CD105 se observó una alta expresión en CTMs de MO y PL 

(90±13 y 92±8, respectivamente), mientras que en VCU los valores fueron muy 

variables (59±35%; Tabla 4).   
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Tabla 4. Expresión de marcadores de superficie de las CTMs de MO, PL y VCU  determinado por 

citometría de flujo.  Los valores se muestran en porcentajes de células positivas para los distintos 

marcadores y corresponde a la media de los valores a partir de experimentos separados (MO n=9; PL n=5; 

VCU n=6).  (a) Se encontraron diferencias significativas. (b) No se encontraron diferencias significativas 

con las otras fuentes, sin embargo, su expresión fue distinta entre las muestras. (c) La expresión es 

homogénea y uniforme en las tres fuentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Antígeno MO 

 

PL VCU 

CD105
 

9013 92±8 59±35
b
 

CD73
 

973 97±6 81±18
 b
 

CD90 8515
 b
 57±21

b 
67±29

b
 

CD13
c 

981 98±1 94±3 

CD44 90±13 86±29
b
 95±3 

CD166 92±12 90±12 73±18
 b
 

HLA-ABC 94±9 94±10 81±18
 b
 

CD29
  

46±32
 b 

81±23
 b
 81±17

 b
 

CD49b
a 

58±14 98±2 97±5 

CD58
 
 75±32

 b 
72±20

 b
 88±13

 b
 

CD10
 

32±53
 b
 3±2 31±35

 b
 

c-kit 8±11 14±18 2±2 

CD133 2±1 4±4 0 

CD14 2±2 1±1 1±1 

CD31 1±1 1±1 1±1 

CD34 0 0 0 

CD62L 0 0 1±2 

CD45 1±1 3±5 1±2 

HLA-DR 3±3 1±1 1±1 

CD54
a 

23±11 73±21 71±21 

PDGFR-β
 

97±11 63±25
b
 29±7 
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Las tres fuentes fueron positivas para HLA-ABC y CD13.  En el caso de CD13 

MO, PL y VCU presentaron una expresión alta y homogénea en todas las muestras 

analizadas (98±1%, 98±1% y 94±3%, respectivamente).  Se debe mencionar que este 

fue el antígeno en el que se observó una menor variación en su expresión, entre las 

muestras de las tres fuentes (Tabla 4). 

 

Para el antígeno CD54 se observaron diferencias significativas entre las CTMs 

de MO y aquellas provenientes de PL y VCU, ya que detectamos una menor expresión 

en la primera (23±11%) con respecto a las dos últimas (73±21% en PL y 71±21% en 

VCU; Tabla 4). 

 

Con respecto a PDGFR-β no se observaron diferencias significativas en los 

patrones de expresión entre CTMs de MO (97±11) y PL (63±25), aunque en esta última 

su expresión fue variable entre muestras, sin embargo en CTM de VCU se observó una 

expresión menor (29±7%) con respecto a aquellas de MO.  Asimismo, no se 

encontraron diferencias significativas en la expresión de CD10, c-kit y CD133 entre las 

tres fuentes  (Tabla 4).  

 

Los resultados anteriores nos muestran que las CTMs provenientes de PL y VCU 

tienen un patrón similar al de MO en la expresión de antígenos de superficie celular, sin 

embargo la expresión diferencial en algunos marcadores, sobre todo aquellos 

considerados como característicos de CTMs, indica que pueden existir mas diferencias 

entre las CTMs de MO y aquellas de VCU, que entre las de MO y de PL. 
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Figura 2. Citometría de flujo de la expresión de marcadores de superficie de las CTMs provenientes de 

A) Médula Ósea, B) Placenta  y C) Vena de Cordón Umbilical. 
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5.   Capacidad de Diferenciación de CTMs de MO, PL y VCU. 

Se analizó la capacidad de diferenciación de las CTMs provenientes de MO 

(n=5), PL (n=5) y VCU (n=3), después de haber sido cultivadas en condiciones 

particulares que favorecieron la diferenciación osteogénica, adipogénica, condrogénica 

y neural, con sus respectivos controles en ausencia de medios inductores. 

 

 

5.1  Capacidad de Diferenciación Osteogénica. 

La capacidad de diferenciación osteogénica de las CTMs de MO, PL y VCU fue 

determinada después de haber inducido los cultivos celulares con medio inductor 

durante cuatro semanas.  En todas las muestras de MO se observó mineralización, la 

cual fue comprobada por la positividad a la tinción con Von Kossa  que tiñe los 

depósitos de calcio.  Estos fueron observados en el 56% de la capa celular (Figura 3B), 

además, las células que fueron cultivadas en ausencia de medio inductor también 

presentaron depósitos de calcio evidenciados por la tinción con Von Kossa en un 16% 

(Figura 3A). 

 

En los cultivos de PL con medio de inducción osteogénica también se observó 

mineralización y positividad para la tinción con Von Kossa en el 60% de la capa celular 

(Figura 3C) y de la misma forma que en MO, las células que fueron cultivadas en 

ausencia de medio inductor, fueron positivas para esta tinción en un 25% de la capa 

celular (Figura 3D). 

 

Con respecto a las CTMs de VCU cultivadas en presencia de medio inductor 

también se observaron depósitos de calcio que indicaban mineralización y que fueron 

positivos para Von Kossa en un 35% de las células presentes en cultivo (Figura 3E), de 

igual manera que en MO y PL se observo mineralización y tinción positiva para Von 

Kossa en las capas celulares cultivadas en ausencia de medio osteogénico en un 20% 

(Figura 3F). 

 

Los resultados anteriores nos indican que las CTMs provenientes de PL y VCU 

tienen la capacidad de diferenciarse hacia el linaje osteogénico de la misma manera 

que las CTMs de MO, ya sea en presencia o en ausencia de medio inductor 

osteogénico. 
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Figura 3.  Diferenciación osteogénica de CTMs de MO, PL y VCU.  La diferenciación osteogénica se 

indica por la presencia de depósitos de calcio positivos para la tinción con Von Kossa, la positividad se 

observa en color café y negro (A, C y E).  Diferenciación a osteoblastos sin medio inductor MO, PL y 

VCU respectivamente 20x  (B, D y F).  Diferenciación hacia osteoblastos en presencia de medio inductor 

de MO, PL y VCU respectivamente 20x. (Imágenes representativas). 
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5.2  Capacidad de Diferenciación Adipogénica. 

Se determinó la capacidad de diferenciación adipogénica de las CTMs de MO, 

PL y VCU, después de inducir las capas celulares con medio de diferenciación 

adipogénica durante cuatro semanas.  Se observó la formación de adipocitos con 

vacuolas lipídicas en los cultivos de CTMs de MO, en un 25% de las células que fueron 

inducidas, las mismas que fueron positivas para la tinción con Rojo Oleoso (Figura 4B).  

Las células de MO cultivadas en ausencia de medio inductor no presentaron la 

formación de vacuolas lipidícas ni positividad para la tinción con Rojo Oleoso (Figura 

4A). 

 

Las CTMs de PL cultivadas con medio adipogénico se observó la formación de 

adipocitos en dos de las cinco muestras que fueron analizadas y las tres restantes no 

presentaron la formación de adipocitos aunque se puede observar la presencia de 

vacuolas lipídicas las cuales fueron positivas para la tinción con Rojo Oleoso, esto se 

observó en un 30% de las células presentes en el cultivo, lo cual indica la diferenciación 

adipogénica (Figura 4D).  Al igual en la MO las capas celulares cultivadas en ausencia 

de medio inductor no presentaron la formación de adipocitos y fueron negativas para la 

tinción con Rojo Oleoso (Figura 4C). 

 

En las capas celulares de VCU cultivadas con medio de inducción adipogénica 

se observó positividad para Rojo Oleoso en el 33% de las CTMs en el cultivo (Figura 

4F).  De la misma forma que en MO y PL no se observó formación de adipocitos con 

vacuolas lipidícas  en las células cultivadas en ausencia de medio de inducción (Figura 

4E). 

 

Estos resultados nos indican que las CTMs de PL y VCU son capaces de formar 

adipocitos con vacuolas lipídicas después de haber sido estimuladas con medio de 

inducción adipogénica, al igual que las CTMs de MO.  También pudimos observar que 

ninguna de las CTMs cultivadas en ausencia de medio de inducción adipogénica se 

diferenció hacia el linaje adipogénico. 
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Figura 4. Diferenciación adipogénica de CTMs de MO, PL y VCU.  La diferenciación es evidenciada por 

la positividad a la tinción de Rojo Oleoso (A, C y E).  Cultivo celular de MO, PL y VCU sin inducción 

adipogénica, negativo para Rojo Oleoso 20x (B, D y F).  Formación de adipocitos positivos para Rojo 

Oleoso en cultivos de MO, PL y VCU en presencia de medio inductor 20x. (Imágenes representativas) 
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5.3   Capacidad de Diferenciación Condrogénica. 

Para la diferenciación condrogénica de las CTMs de MO, PL y VCU se realizaron 

cultivos en sistema de micromasa y en presencia de TGF-β.  Lo que originó una masa 

celular rica en matriz, en multicapas y con la acumulación de proteoglicanos.  Las CTMs 

de MO se diferenciaron hacia condrocitos, capaces de producir mucopolisacaridos 

(proteoglicanos sulfatados) los cuales se pudieron identificar con la tinción de Azul 

Alciano (Figura 5A). 

 

Se realizó la tinción de Tricrómico de Masón, para identificar el tipo de cartílago 

(hialino y fibroso) formado en las micromasas.  Cuando se observaron bajo el 

microscopio, los cortes de micromasas formadas por las CTMs de MO, fue posible 

identificar la presencia de cartílago hialino en un 90%, el cual se caracterizó por la 

formación de pequeños grupos localizados en una misma área y rodeados por matriz 

extracelular, mostrando una coloración grisácea con la tinción de Tricrómico de Masón 

(Figura 5B).  De la misma forma se pudo observar la diferenciación hacia cartílago 

fibroso en un 10%, el cual se caracterizó por la formación de fibras de colágeno (Figura 

5B).  Las CTMs de MO cultivadas en ausencia de medio inductor no fueron capaces de 

crecer en sistema de micromasa y no pudieron diferenciarse hacia el linaje 

condrogénico. 

 

Al igual que las CTMs de MO, aquellas provenientes de PL también se 

diferenciaron hacia condrocitos, produciendo mucopolisacaridos, que fueron 

evidenciados por la tinción positiva de Azul Alciano (Figura 5C).  Al realizar la tinción 

con Tricrómico de Masón se observó en los cortes de micromasas la formación de 

cartílago hialino en un 85% y un 15% de cartílago fibroso (Figura 5D).  De la misma 

forma que en MO, cuando las CTMs de PL fueron cultivadas en ausencia de medio 

inductor estas no pudieron crecer en micromasa y no fueron capaces de diferenciarse 

hacia condrocitos. 

 

Las CTMs de VCU fueron capaces de diferenciarse hacia condrocitos y de la 

misma forma que las CTMs provenientes de MO y PL también produjeron 

mucopolisacaridos los cuales fueron identificados con la tinción de Azul Alciano (Figura 

5E).  Al observar los cortes de micromasa se encontró la formación de cartílago hialino 

en un 80% y un 20% de cartílago fibroso con la tinción de Tricrómico de Masón (Figura 



62 

 

5F).  En estas células tampoco se observó la formación de micromasa en ausencia de 

medio de inducción condrogénico y por lo tanto no hubo diferenciación hacia el linaje 

condrogénico.      

 

Estos resultados indican que las CTMs de PL y VCU tienen la capacidad de 

crecer en forma de micromasa y diferenciarse hacia el linaje condrogénico al ser 

cultivadas en medio inductor de la misma manera que las CTMs de MO, además el tipo 

de cartílago se presenta en proporciones similares en CTMs provenientes de las tres 

fuentes. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Diferenciación condrogénica de las CTMs de MO, PL y VCU. Se indica la diferenciación 

condrogénica por la presencia de mucopolisacaridos evidenciados por la positividad a Azul Alciano en 

MO, PL y VCU (A, C y E, respectivamente) 20x.  El tipo de cartílago fue analizado por la morfología 

celular y el colágeno producido en las micromasas de CTMs a partir de MO, PL y VCU (B, D y F, 

respectivamente) 20x. (Imágenes representativas). 
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6. Capacidad de Diferenciación Neural y Expresión de Proteínas 

Neurales en CTMs de MO, PL y VCU. 

Previamente se ha reportado la presencia de genes neurales en células troncales 

estromales no diferenciadas (Tremain et al, 2001; Woodbury et al, 2002).  Además la 

expresión de proteínas neuronales ha sido detectada en CTM no inducidas (Tondreau 

et al, 2004).  En el presente estudio se detectó un tipo celular adherente con 

extensiones citoplásmicas tipo neurita que correspondió a un 1%-6.2% de células 

mesenquimales  en cultivos de las tres fuentes.  Este hallazgo sugirió la presencia de 

subpoblaciones mesenquimales con características neurales. 

 

Para determinar la capacidad de expresión de proteínas neurales de CTMs de 

MO, PL y VCU se cultivaron estas células en ausencia o presencia de medio de 

diferenciación neural Neurocult (Battula et al, 2007) por 10 días.  La expresión de 

proteínas neurales se evaluó por medio de inmunofluorescencia y microscopia confocal.  

Las proteínas analizadas fueron: Nestina, que se expresa en células neurales 

inmaduras; Neurofilamento-200 (NF-200), Proteína 2 Asociada a Microtúbulos (MAP2) y 

Proteína de Núcleo Neuronal (NeuN), todas expresadas en células neuronales 

maduras; y Proteína Ácida Glial Fibrilar (PAGF), proteína expresada por astrocitos. 

 

En las CTMs de MO se expresaron las 5 proteínas neurales en un rango del 2% 

al 4% de las células cultivadas en ausencia de medio inductor.  Cuando las células 

fueron estimuladas con medio de inducción neural, el porcentaje de células que 

expresaron las proteínas se incremento de forma significativa, siendo del 24% para 

Nestina, 58% para NF, 35% para MAP2 y 24% para NeuN, exceptuando a PAGF el cual 

solo se expresó en el 3% de las células (Figura 6). 

 

También en las CTMs provenientes de PL se expresaron las 5 proteínas 

neurales en un rango del 3% al 6% cuando las células fueron cultivadas en ausencia de 

medio de inducción neural.  De la misma forma que en MO, cuando las células son 

cultivadas en medio inductor se incrementa el porcentaje de células que expresan estas 

proteínas, 15% para Nestina, 27% para NF, 32% para MAP2, 10% para NeuN y 15% 

para PAGF (Figura 6). 
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Figura 6. Expresión de proteínas neurales en CTMs de MO, PL y VCU.  Las CTMs fueron teñidas con 

anti-Nestina, anti-NF-200 Kd, anti-NeuN y anti-MAP2 (todas para células neurales) y como anticuerpo 

secundario se uso un IgG-Alexa 450 cabra anti-ratón.  La expresión de GFAP  (marcador de astrocitos) se 

realizó con anticuerpo anti-GFAP y como anticuerpo secundario se uso un IgG-FITC cabra anti-conejo. 

Para analizar las células se contratiñó con ioduro de propidio y se analizó con un filtro de rodamina (rojo). 

Los valores se muestran en porcentajes de células positivas para las proteínas correspondientes en 

ausencia o presencia de medio inductor (20X).  (Imágenes representativas). 
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En los cultivos de CTMs de VCU sin inducción se observó la expresión de las 5 

proteínas neurales analizadas en un rango de 5% al 10%.  Al igual que en aquellas 

provenientes de MO y PL cuando se estimulan las células con medio inductor se 

observó un incremento en la expresión de las proteínas, 11% para Nestina, 25% para 

NF, 29% para MAP2 y 25% para PAGF, excepto en NeuN en la cual no se observó 

ningún incremento ya que se mantuvo el 7% observado en aquellas células que no 

fueron inducidas  (Figura 6). 

 

En las tres fuentes se observó un incremento en la expresión de las proteínas 

neurales analizadas, con excepción de PAGF en CTMs provenientes de MO la cual solo 

se incremento en un 1%, Nestina en CTMs de VCU, que al igual que aquellas de MO 

solo presentaron un incremento de 1% y en el caso de NeuN la cual no presentó ningún 

incremento ya que se mantuvo el mismo porcentaje de expresión tanto en células no 

inducidas como en células inducidas.  Para Nestina se observó un incremento más 

significativo en MO (de 3% a 24%)  que en PL y VCU (de 3% a 15% y de 10 a 11% 

respectivamente).  En el caso de NF se observó un mayor aumento en su expresión en 

CTMs de MO (de 4% a 58%) que en aquellas de PL y VCU (de 5% a 27% y de 7% a 

25% respectivamente); en MAP2 el incremento fue similar tanto para las células 

provenientes de MO como para las de PL y VCU (de 3% a 35%, de 6% a 32% y 5% a 

29% respectivamente); en NeuN el incremento fue mayor en CTMs de MO (de 4% a 

24%) que en aquellas provenientes de PL (de 5% a 10%) y VCU (sin incremento), sin 

embargo el incremento en GFAP fue significativamente mayor en PL y VCU (de 3% a 

15% y de 7% a 25% respectivamente) que en MO (de 2% a 3%; Figura 6).  Estos datos 

nos indican diferencias entre las CTMs de MO, PL y VCU en la capacidad de inducción 

hacia células neurales.  En las células cultivadas en ausencia de medio inductor no se 

encontraron diferencias significativas entre las tres fuentes. 

  
Los resultados obtenidos muestran que las CTMs provenientes de MO, PL y 

VCU son capaces de expresar proteínas neurales en ausencia de inductores y de 

incrementar la expresión de dichas proteínas cuando se exponen a un medio inductor 

neurogénico adecuado. 
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VII. DISCUSIÓN  

 

En los últimos 10 años las células mesenquimales han generado gran 

expectativa tanto en el área biológica como clínica.  Esta población no solo es ideal 

para el estudio de mecanismos moleculares que llevan a cabo la diferenciación celular 

sino que representan una alternativa potencial para el tratamiento de desordenes 

metabólicos y condiciones en las cuales se requiere de reparación en algún tejido, área 

en la cual ya están siendo aplicadas como en infarto al miocardio y osteogénesis 

imperfecta (Yang et al, 2007; Horwitz et al, 2002). 

 

Debido a que la Médula Ósea (MO) es la fuente principal de Células Troncales 

Mesenquimales (CTMs), son éstas las que más se han estudiado.  Existen evidencias 

de la presencia de células mesenquimales en Placenta (PL) y Vena de Cordón 

Umbilical (VCU; in’t Anker et al, 2004; Lee et al, 2004; Soncini et al, 2007; Covas et al, 

2003; Panepucci et al, 2004), sin embargo, aún no esta claro en que difieren de las 

células provenientes de MO, especialmente en términos biológicos, debido a que 

aquellas de MO ya se encuentran en uso clínico.  Es por esta razón que en la presente 

tesis se obtuvieron CTMs de las tres fuentes distintas - MO, PL y VCU -  y se realizó un 

estudio comparativo de morfología, inmunofenotipo y potencial de diferenciación.  

 

Las CTMs derivadas de MO se obtuvieron mediante el método de selección 

negativa (RosetteSep®;STI), el cual es superior a aquellos en los que solo se utiliza un 

gradiente de Ficoll o Percoll (Pittenger et al, 1999; Colter et al, 2000; Flores-Figueroa et 

al, 2008), dado que pudimos obtener  capas de CTMs en el 100% de las muestras 

procesadas.  Asimismo, el porcentaje de obtención de CTMs en PL fue del 100% al 

igual que en MO y aunque la frecuencia de CTMs en PL fue menor que en MO, la 

podríamos considerar como una fuente adecuada de este tipo células.  Por su parte, 

nuestros datos señalan un bajo porcentaje de obtención de CTMs en VCU (10%), no 

obstante hay publicaciones en donde indican un porcentaje de obtención del 100% 

(Secco et al, 2008) aunque su método de obtencion es similar al nuestro probablemente 

el hecho de que los lavados de la VCU se realizaron con DMEM-BG 10% SFB fue 

crucial en el proceso ya que en tanto en nuestra metodología como en la de otros 

grupos estos lavados se realizan ya sea con soluciones salinas o con distintos medios 

de cultivo no adicionados con SFB, sin embargo otros investigadores al igual que 
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nosotros reportan porcentajes bajos (Lu et al, 2006) y algunos no reportan esta 

característica (Romanov et al, 2003) la cual es importante en el análisis de las 

características biológicas de esta fuente alternativa.  Estos resultados en conjunto, 

apoyan los reportes previos de la presencia de CTMs en tejidos de origen fetal, además 

de aquellos que indican su localización en vasos sanguíneos (Covas et al, 2003; Covas 

et al, 2005; in’t Anker et al, 2004; Soncini et al, 2007).  

 

En lo que se refiere a la frecuencia, nuestros resultados coinciden con los 

reportes previos que señalan que se encuentran de 1 a 20 CTMs por cada 105 CMN 

(Castro-Malaspina et al, 1980; Simmons y Torok-Storb, 1991) en MO, y en este estudio 

se obtuvo 1 CTM/0.030 x105 CMN.  Sin embargo, en el caso de PL y VCU  no existen 

reportes en cuanto a la frecuencia de CTMs; en el presente trabajo se encontró que 

para PL la frecuencia es de 1 CTM/8 x 106 CMN y en el caso de VCU no fue posible 

evaluar esta característica ya que la técnica utilizada desprende la matriz de la vena del 

cordón umbilical en la cual se encuentran embedidas las células por lo que el conteo 

celular no es confiable.  Para las resiembras posteriores se sembraron 20,000 CTMs/ml 

o 2,000 CTMs/cm2 en los cultivos de las tres fuentes analizadas.   

 

Se ha observado que las CTMs proliferan con mayor rápidez y ademas de 

retiener su potencialidad cuando se cultivan a bajas densidades (Sekiya et al, 2001).  

La densidad óptima de siembra es de 1x103 a 0.4x106 CTMs/cm2 (Friedenstein et al, 

1970; McBride et al, 2003), por lo que la densidad de siembra utlizada en el presente 

estudio es ideal (2,000 CTMs/cm2).  

 

En los experimentos realizados en la presente tesis se utilizo un medio de cultivo 

que constaba de DMEM-LG suplementado con 15% de SFB 100 U/ml de penicilina, 100 

μg/ml de estreptomicina y 2 mM de L-glutamina y se mantuvieron en incubación a 37°C 

en una atmósfera húmeda al 5%, las cuales son condiciones usadas comúnmente para 

CTMs provenientes de MO y PL y que han arrojado resultados favorables en cuestiones 

de expansión de CTMs de estas dos fuentes; en el caso de VCU, algunos autores 

señalan el uso de distintos factores de crecimiento como el Factor de Crecimiento 

Vascular Endotelial (VEGF; Covas et al, 2003) esto para que las células obtenidas de la 

vena de cordón umbilical sean capaces de adherirse y expanderse, otras no refieren el 

uso de factores de crecimiento adicionales a los ya presentes en el medio de cultivo y 
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sin embargo reportan un 100% en el porcentaje de obtención (Secco et al, 2008), en el 

caso de las CTMs obtenidas de VCU en este estudio el porcentaje de obtencion fue 

bajo (10%) como se habia mencionado anteriormente y aunque fuimos capaces de 

expandir las CTMs provenientes de esta fuente, probablemente se deben hacer algunas 

variaciones en el método de obtención (como el uso de un medio enriquecido para 

realizar los lavados de la VCU despues del tratamiento enzimático) o la adición de 

factores de crecimiento en el medio de cultivo. 

 

No obstante las evidencias mostradas, hoy en día tanto PL como VCU aún son  

consideradas fuentes controversiales de CTMs debido a que no se conoce con 

exactitud su biología y de que manera difieren de aquellas provenientes de MO, aunque 

en el caso de la PL hay estudios que indican que las CTMs son la principal fuente de 

células maduras (tanto hematopoyéticas como de otros tipos) durante el desarrollo 

placentario (Gude et al, 2004; Demir et al, 2006),  por lo que seguramente persisten a lo 

largo de la gestación.  Además, durante el desarrollo de la PL hay varias transiciones de 

células epiteliales a mesenquimales y viceversa, las cuales son esenciales para la 

migración celular durante el desarrollo placentario (Vicovac y Aplin, 1996), lo que apoya 

las teorías de transdiferenciación y rediferenciación de las CTMs y que confirma que 

este tipo celular es capaz de retener su troncalidad una vez que esta diferenciada y/o 

comprometida hacia determinado linaje, además de que responden al estimulo y 

necesidades del microambiente en el que se encuentran (Song y Tuan, 2004; Baskh et 

al, 2004).  

 

La presencia de CTMs en VCU puede deberse a que son parte importante del 

proceso de formación del cordón umbilical y probablemente están presentes a lo largo 

del desarrollo embrionario (Jirasek, 2004).  Sin embargo, existe la polémica que han 

causado los llamados “pericitos” localizados en los vasos sanguíneos y a partir de los 

cuales se ha propuesto la teoría de que todas las CTMs son pericitos, pero no todos los 

pericitos son CTMs, lo cual apoyaría la hipótesis que supone que las CTMs están 

adheridas a las paredes de los vasos sanguíneos y que migran hacia los distintos 

tejidos  respondiendo a estímulos específicos (da Silva Meirelles et al, 2008).  Para 

confirmar lo anterior, se han  realizado estudios donde se purifican pericitos con el 

inmunofenotipo CD146+CD34-CD45-CD56-, se expanden e inducen hacia los linajes 

osteogénico, condrogénico, adipogénico y miogénico in vitro (Caplan, 2007).  
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De igual forma, otros estudios indican un claro nexo entre las CTMs y los 

pericitos ya que ambos tipos de células presentan características similares de 

inmunofenotipo y potencial de diferenciación (Caplan, 2007; Crisan et al, 2008).  En uno 

de estos estudios se realizó una búsqueda de células que presentan características 

tanto de pericitos como de CTMs en distintos tejidos adultos y fetales; se obtuvieron 

células con el inmunofenotipo CD146+NG2+PDGFRβ+ALP+CD34-CD45-vWF-CD144-, el 

cual es característico de pericitos, y estas fueron capaces de diferenciarse hacia 

adipocitos, osteoblastos, condrocitos y cardiomiocitos además de ser positivas para los 

marcadores característicos de CTMs CD73, CD90 y CD105.  Además para descartar 

que los marcadores estudiados hayan sido adquiridos en cultivo, se realizó un análisis 

de estos mismos antígenos en células recién obtenidas y se observó que dichas células  

también  expresaban estos antígenos; los resultados anteriores apoyan la hipótesis de 

que todas las células mesenquimales son pericitos (Crisan et al, 2008).   

 

Como se ha mencionado antes se cree que no todos los pericitos son CTMs, lo 

cual supone que los primeros tienen un origen mesenquimal y por lo tanto, aquellos 

pericitos con inmunofenotipo característico de CTMs y capaces de diferenciarse hacia 

osteoblastos, adipocitos y condrocitos son los más inmaduros y aquellos que no 

muestran estas características son los más maduros (Nehls y Drenckhahn, 1993).  En 

este mismo contexto se debe mencionar que las CTMs son capaces de diferenciarse 

hacia células endoteliales y secretan factores angiogénicos como VEGF y 

Angiopoyetina-1 (Phinney, 2007), lo cual junto con el soporte de vasos y capilares 

sanguíneos son las principales funciones de las células pericíticas. 

 

La morfología presente en los cultivos de CTM de MO, PL y VCU fue analizada 

en detalle y se observó la presencia de tres tipos celulares distintos, los cuales fueron 

nombrados dependiendo de sus características morfológicas principales: grande o 

larga, fibroblastoide y neurítica.  Trabajos previos reportan la existencia de los tipos 

celulares grande y fibroblastoide (Marcov et al, 2007), lo cual indica una heterogeneidad 

en la morfología, sin embargo, no se había reportado la presencia de células con 

morfología neural en cultivos de CTMs provenientes de PL y VCU.  Investigaciones 

realizadas en este laboratorio ya habían señalado la presencia de al menos dos 

subpoblaciones en los cultivos de CTM provenientes de MO: una que consiste de 

células muy delgadas y en forma de huso y otras granulares y más grandes (Flores-
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Figueroa et al, 2005).  Otros autores ya habían hecho las mismas observaciones 

(Prockop et al, 2001; Colter et al, 2001).  Además también se distinguieron cinco 

subtipos morfológicos entre las células fibroblastoides: romboide, lamelopodia-

lamelopodia, lamelopodia-filopodia, filopodia-filopodia y triangular, sin embargo aún no 

se sabe si estos tipos morfológicos tienen alguna relación con la funcionalidad celular.  

 

Respecto al inmunofenotipo de las CTMs de las diferentes fuentes, no 

detectamos la expresión de marcadores hematopoyéticos (CD34, CD45, CD62L, CD14) 

y del marcador endotelial CD31.  Sin embargo, se detectaron algunas diferencias en el 

perfil de expresión de antígenos entre las CTMs de MO y aquellas de PL y VCU.  Los 

marcadores característicos de CTMs CD73, CD90 y CD105 no presentaron diferencias 

significativas, aunque en el caso de CD90 las CTM provenientes de PL y VCU 

presentaron una variación  de 35% a 78% y de 38% a 96% respectivamente, por lo que 

probablemente este marcador no debería ser considerado como característico de CTMs 

de estas dos fuentes.  En lo que se refiere a CD105 las células de VCU presentaron 

una variación aun mayor que va desde 24% a 94% por lo que al menos en VCU este 

marcador tampoco debería se considerado característico.  De manera interesante en 

las células provenientes de las tres fuentes, se observó una expresión alta y 

homogénea del marcador CD13.  Al respecto, un estudio realizado en nuestro 

laboratorio también indicó que las CTMs de Sangre de Cordón Umbilical (SCU) 

presentan una expresión alta y uniforme de este marcador, por lo que sugerimos que 

CD13 se puede considerar como un antígeno característico de CTMs, ya que hemos 

detectado su expresión alta y homogénea en las cuatro fuentes que analizamos en este 

laboratorio (MO, PL, VCU y SCU).  Además una de las funciones biológicas de CD13 es 

controlar el crecimiento y diferenciación celular, por lo que probablemente tiene un 

papel clave durante el proceso de maduración de las células mesenquimales hacia los 

diferentes linajes dado el alto potencial que estas poseen.  

 

Otro antígeno que presentó una expresión alta (aunque no homogénea) fue 

CD44, el cual es el receptor del ácido hialurónico que se asocia con la migración y 

proliferación de células mesenquimales no diferenciadas, además es regulador de 

tejidos conectivos como tendones y cartílagos los cuales tienen un origen mesenquimal, 

no se observaron diferencias significativas en la expresión de este antígeno entre las 

diferentes fuentes aunque las CTMs de PL presentaron variación alta (86±29%).  Otro 
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antígeno con una expresión alta fue CD166, involucrado en la extensión de neuritas y 

que además actúa como molécula de adhesión en el sistema nervioso, puede estar 

relacionado con el potencial neural de las CTMs.  Por su parte CD58 que se expresa en 

células endoteliales, epiteliales y fibroblastos (tipos celulares hacia los cuales son 

capaces de diferenciarse las CTMs), presentó una expresión variable en MO y PL, lo 

cual sugiere capacidades distintas en el potencial de diferenciación entre las CTMs de 

estas fuentes para diferenciarse hacia los tipos celulares mencionados.  

 

Se encontraron diferencias significativas en la expresión de CD49b y CD54, ya 

que se detecto una expresión más alta en PL y VCU que en MO en ambos casos. 

Ambas moléculas están involucradas en la angiogénesis por lo que podemos decir que 

tanto PL como VCU, probablemente tienen mayor capacidad de diferenciación 

endotelial y esto coincide con la ubicación de ambas, ya que las CTMs de PL participan 

en la angiogénesis y vasculogénesis a lo largo del desarrollo placentario (Demir et al, 

2006) y en el caso de VCU se confirman las teorías que señalan que todas las CTMs 

son pericitos pero no viceversa y que su nicho principal son las paredes de los vasos 

sanguíneos (da Silva Meirelles et al, 2008), ya que CD54 también es un marcador 

característico de pericitos.  Por otro lado la expresión  de CD54 es constitutiva en 

células epiteliales, lo que coincide con las transiciones celulares de epitelio a células 

mesenquimales y viceversa durante el desarrollo placentario (Vicovac y Aplin, 1996).  

Además se ha descrito que este antígeno es capaz de inhibir la respuesta inmune 

(Buckley y Simmons, 1997 ), por lo que se podría pensar que CTMs de PL y VCU 

pudieran tener una mayor capacidad inmunosupresora que aquellas provenientes de 

MO.  

 

Con respecto a PDGFR-β, el cual es un marcador involucrado en el proceso de 

vasculogénesis, no se encontraron diferencias significativas entre las CTMs 

provenientes de MO y PL, sin embargo, las muestras de PL presentaron grandes 

variaciones y en el caso de VCU se observó una expresión baja, lo que indica que 

aunque las CTMs provenientes de VCU tienen una alta capacidad angiogénica, no son 

capaces de inducir la formación de vasos sanguíneos a partir de los ya existentes, esto 

debido probablemente a que la VCU es solo provisional y una vez formadas tanto la 

vena como las arterias umbilicales, no se requiere de la formación de nuevos capilares 
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o vasos sanguíneos a partir de estos durante la gestación, a diferencia de aquellas de 

MO y PL,  las  cuales quizá deban formar nuevos vasos sanguíneos durante la 

gestación, sobre todo en el caso particular de PL o bien sean requeridas para la 

reparación de vasos o capilares sanguíneos durante la vida adulta en el caso de MO, 

razón por la cual las CTMs de estas fuentes presentan una mayor expresión de este 

marcador, que aquellas provenientes VCU. 

 

En el caso de CD10 no se observaron diferencias significativas entre CTMs de 

MO y VCU, pero si de ambas con aquellas de PL, dichas diferencias pudieran ser 

explicadas debido a la localización de las CTMs en las tres fuentes, dado que CD10 es 

un marcador de células endoteliales vasculares relacionadas con la vena umbilical y el 

nicho vascular en MO a diferencia PL cuyas células probablemente se encuentran 

alrededor de todo el tejido y no solo en sitios vasculares.  

 

c-kit es un antígeno característico de CTH (Ashman et al, 1991) y  células 

embrionarias (Galli et al, 1994); regula la proliferación, diferenciación y adhesión celular  

además de la apoptosis (Adachi et al, 1992, Ashman, 1999; Tsuura et al, 1994).  

Respecto a este antígeno se observó una expresión más alta en CTMs de PL (hasta 

32%) que en aquellas de MO (hasta 19%) y las provenientes de VCU (hasta 4%) 

mismas que presentaron la menor expresión de este marcador.  Lo anterior nos sugiere 

que las CTMs de PL podrían ser  mas primitivas que las células de MO y VCU.  Por su 

parte CD133 se encontró en una expresión baja en CTMs provenientes de las tres 

fuentes, lo que coincide con el hallazgo de células con morfología neural (de 1 a 6%), 

ya que este es un marcador usado para obtener células troncales neurales (Uchida et 

al, 2000; Tamaki et al, 2002), lo que probablemente indica la presencia de una 

subpoblación celular comprometida hacia este linaje positiva para este marcador. 

 

 Aunque existen reportes que señalan que STRO-1 es un marcador de CTMs 

(Simmons y Torok-Storb, 1991) este no es considerado como antígeno general de 

dichas células debido a que no se conoce su contraparte murina; la expresión de 

STRO-1 no es exclusiva de CTMs, ya que tambien se expresa en eritrocitos, su 

expresión en CTMs se pierde durante la expansión en cultivo (Gronthos et al, 2003) y 
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se ha observado que su capacidad de migración esta relacionada a la expresion de 

este marcador: las CTMs negativas son capaces de injertar en la MO y mantienen la 

hematopoyesis y aquellas positivas para STRO-1 migran e injertan en tejidos  distintos 

a la MO tales como músculo y pulmón (Bensidhoum et al, 2004); es debido a lo anterior 

que en la presente tesis no se analizó la presencia de este antígeno.  

 

 A pesar de los estudios que demuestran un nexo entre los pericitos y las CTMs 

(Caplan, 2007; Crisan et al, 2008; da Silva Meirelles et al, 2008), aún existe controversia 

entre estos dos tipos de células y el origen de ambas así como si forman parte del 

mismo linaje o tienen la misma capacidad de diferenciación, uno de los principales 

marcadores para células periciticas es CD146 y no obstante aquellas células positivas 

para este marcador han mostrado tener características de tipo mesenquimal (morfología 

fibroblastoide; positividad para CD70, CD93 y CD105 así como capacidad de 

diferenciación osteogénica, adipogénica y condrogénica) aún existe controversia sobre 

si este marcador debe ser usado en la caracterización de CTMs debido a que se ha 

observado que se pierde durante la expansión en cultivo (Delorme et al, 2008) y 

además se expresa solo en subpoblaciones de CTMs (Purton et al, 1996) por lo que no 

se determinó este antígeno en el presente trabajo. 

 

El análisis inmunofenotípico realizado en este estudio puede ser un comienzo 

para la descripción mas detallada de las CTMs y su biología, además de proporcionar 

una noción mas clara del tipo de terapia en el que pueden ser usadas las células de 

cada una de las diferentes fuentes, ya que estas han recibido cierta influencia del 

microambiente del tejido del cual fueron obtenidas.   

 

Con respecto a la caracterización funcional, se determinó la capacidad de 

diferenciación de CTMs de las tres fuentes en adipocitos, osteoblastos y condrocitos.  

Los resultados obtenidos demuestran la capacidad de diferenciación hacia los tres 

linajes de las CTMs de las fuentes estudiadas.  En el caso concreto de la adipogéneis 

se observó que de las cinco muestras de PL que fueron cultivadas con medio 

adipogénico  solo se formaron adipocitos en dos de las muestras analizadas y aunque 

en el resto de las muestras no se observó la presencia de adipocitos si fuimos capaces 
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de observar vacuolas lipídicas en las mismas, las cuales se evidenciaron con la tinción 

positiva para Rojo Oleoso y que coincide con lo que otros autores han encontrado 

(Igura et al, 2004; Battula et al, 2007).  En particular las CTMs de las tres fuentes fueron 

homogéneas con respecto a la formación de cartílago, ya que todas formaron en su 

mayoría cartílago hialino (indicado por la presencia de un mayor numero de células que 

de fibras de colágeno en la tinción con Tricrómico de Masón), lo que nos puede dar una 

idea del tipo de terapia para la que pueden ser utilizadas las CTMs provenientes de MO, 

PL y VCU, ya que, la función principal del cartílago hialino es de soporte a los tejidos 

óseos.  Aún no se sabe a ciencia cierta si esta capacidad de trilinaje es intrínseca de 

todas las poblaciones mesenquimales o si existen ciertas subpoblaciones 

comprometidas hacia uno o dos linajes, además se ha propuesto que las células 

mesenquimales provenientes de cualquier fuente tienen una marcada tendencia hacia 

el linaje osteogénico, aún cuando no reciben ningún estimulo de esta clase (Pittenger et 

al, 1999), lo cual también pudimos observar en este estudio, ya que los cultivos de 

CTMs de las tres fuentes que no fueron expuestos al medio osteogénico fueron 

capaces de depositar calcio. 

 

En los cultivos de CTMs provenientes de las tres fuentes, se observó una 

subpoblación de células con morfología neurítica.  La presencia de estas células 

sugiere que probablemente esta subpoblación puede tener características neurales aún 

sin haberse expuesto a ningún tipo de inducción.  Para apoyar esta noción se analizó la 

presencia de marcadores neuronales (nestina, neurofilamentos, MAP2 y NeuN) y de 

astrocitos (PAGF) en las CTMs de todas las fuentes y se demostró la expresión de 

dichos marcadores tanto en células en ausencia de estímulo neural, como en aquellas 

cultivadas en presencia de inductores.  Estudios previos en CTMs provenientes de MO 

ya habían demostrado la presencia de genes neurales y la expresión de proteínas aún 

en ausencia de algún inductor neural (Tondreau et al, 2004; Minguel et al, 2005; 

Blondheim et al, 2006), sin embargo en el presente estudio demostramos además su 

expresión en CTMs provenientes de PL y VCU.  

 

La MO esta inervada por tejido nervioso y terminales nerviosas eferentes que se 

anclan al basamento de la membrana adyacente a las células adventicias peri-arteriales 

(las cuales pueden ser CTMs) y terminan directamente en las células adventicias 
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reticulares.  Estas células estromales se comunican mediante uniones gap formando un 

circuito llamado “complejo neuro-reticular” mediante el cual las células pueden 

interpretar las señales del sistema nervioso que regula la hematopoyesis (Weiss, 1976; 

Yamazaki y Allen, 1990).  La homeostasis del tejido óseo también es controlada por 

hormonas y neuropéptidos (Lemer, 2002) y es regulada de manera circadiana por el 

sistema nervioso simpático (Fu et al, 2005).  Por lo tanto, la asociación intima del hueso 

y la MO con el sistema nervioso provee una razón para la expresión de varias clases de 

proteínas neuro-reguladoras (Phinney, 2007).  Además estas proteínas mantienen la 

integridad del sistema nervioso in vivo y el crecimiento de las fibras nerviosas en el 

hueso y la MO durante el crecimiento y la remodelación del tejido, asimismo las 

neurotrofinas afectan el crecimiento y diferenciación de las células hematopoyéticas 

(Matsuda et al, 1988; Simone et al, 1999; Schuhmann et al, 2005).  También se ha 

comprobado que el GM-CSF es capaz de inducir y potenciar la diferenciación neural 

(Lin et al, 2007).  Estudios en ratones demuestran que la microglía es continuamente 

repoblada por células estromales de la MO (Davoust et al, 2008).  Asimismo existen 

reportes que indican que las células estromales expresan constitutivamente NGF y 

Factor de Crecimiento Derivado de Cerebro (BDNF; Yaghoobi y Mahani, 2008).  

Además se ha observado que la administración intravenosa de células estromales de 

MO en ratones después de un trauma cerebral incrementa la expresión de NGF y 

BDNF, lo cual probablemente contribuye a la mejoría en las funciones neurológicas de 

estos animales.  También se ha postulado que las células tipo mesenquimal provienen 

de aquellas células neuroepiteliales postivas para Sox originarias de de la cresta neural 

en un estado de desarrollo intermedio y no del mesodermo como se había planteado 

(Takashima et al, 2007).  Estas células son reemplazadas por CTMs en etapas 

posteriores del desarrollo.  Nagoshi y cols. demostraron  que las células derivadas de la 

cresta neural migran a traves del torrente sanguíneo a la MO (Nagoshi et al, 2008).  

Todo lo anterior indica claramente que las CTMs presentes en la MO están expuestas 

continuamente a estímulos neurales, por lo que probablemente pueden estar de alguna 

forma mas predispuestas hacia el linaje neural que aquellas provenientes de PL y VCU, 

aunque antes de la inducción no hayamos podido detectar un alto porcentaje en  la 

expresión de proteínas neurales, después de la  exposición al medio neurogénico se 

observo un aumento mas significativo en esta expresión en  las CTMs de MO (excepto 

en PAGF, la cual solo aumento en un 1%) que en las provenientes de PL y VCU.   
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Por los resultados obtenidos en estudios anteriores y en el presente, se ha 

postulado la posible existencia de distintas subpoblaciones en los cultivos de CTMs, las 

cuales pudieran estar comprometidas a un linaje en particular o bien tener 

características de multipotencialidad, que con el estimulo adecuado pueden ser 

diferenciadas hacia varios linajes dependiendo de los factores de inducción presentes 

en el medio.   

 

Lo anterior evidencía que las poblaciones de CTMs son heterogéneas con 

respecto a su capacidad de autorenovación y potencial de diferenciación ya que se ha 

propuesto que (al menos en MO), la población de CTMs no solo contiene Células 

Troncales Mesenquimales “putativas” sino también contiene varias subpoblaciones  en 

distinto estado de diferenciación.  Según este modelo las CTMs constituyen una 

población primitiva de células troncales; estas células multipotenciales  tienen una 

capacidad limitada de autorenovación y dan origen a tipos celulares específicos con un 

fenotipo completamente diferenciado.  Así, las CTMs multipotentes son eventualmente 

depletadas de la población mesenquimal durante un cultivo a largo plazo  debido a su 

baja frecuencia en relación a los fenotipos mas diferenciados, los cuales tienen una 

mayor presencia (Baksh et al, 2004).  Con la finalidad de dilucidar este fenómeno, se 

deben llevar a cabo estudios que involucren tanto anáisis inmunofenotípicos, como de 

ADN y de diferenciación en poblaciones mesenquimales que hayan sido previamente 

sometidas a selección positiva para marcadores específicos de los distintos linajes. 

 

A pesar de que varios autores han reportado la presencia de CTMs en PL y VCU 

aun existe controversia, debido a que se han utilizado distintos métodos de obtención y 

de cultivo, además la mayoría de los estudios en los cuales se han  obtenido CTMs de 

VCU no indican el porcentaje de obtención, por lo que es urgente estandarizar los 

métodos de obtención y cultivo de estas células en ambas fuentes ya que 

probablemente no es posible hacer comparaciones en estas condiciones. 

 

En el caso de la PL se ha reportado que el comportamiento en cultivo de las 

células provenientes de este tejido depende del método de obtención, ya que solo es 

posible aislar CTMs de PL usando disgregación tanto enzimática como mecánica así 

como disgregación enzimática en dos fases con el uso de dos enzimas diferentes (Rus 

et al, 2011).  Sin embargo, en los estudios realizados anteriormente y la presente tesis 
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se ha observado que la disgregaciòn enzimatica (con una sola enzima) y la 

disgregación mecánica son suficientes para obtener CTMs del tejido placentario. 

 

En el presente trabajo se ha confirmado la presencia de CTMs en PL y VCU 

como fuentes alternativas a la MO.  Es interesante que aunque ambos tejidos son de 

origen fetal, el porcentaje de obtención de CTMs en VCU sea significativamente mas 

baja que en PL, lo que sugiere que la PL es una fuente mas adecuada que VCU para 

obtener este tipo de células.  Aún faltan estudios, principalmente en biología básica, 

para concluir que las CTMs de PL y VCU son una alternativa a las de MO, sin embargo 

debido a que estos tejidos son accesibles y su obtención no representa ningún tipo de 

riesgo para el donador son ideales como fuentes de CTMs en lugar de la MO. 
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VIII. CONCLUSIONES 

 

Se obtuvieron Células Troncales Mesenquimales (CTMs) de Placenta (PL) y 

Vena de Cordón Umbilical (VCU) como fuentes alternativas a la Médula Ósea (MO), lo 

que contribuye a la caracterización biológica de estas células en forma comparativa a 

partir de las tres fuentes. 

 

Las CTMs de PL presentaron el mismo porcentaje de obtención que la MO 

aunque se encontraron en menor frecuencia.  En lo que respecta a las CTMs de VCU 

estas presentaron un  porcentaje de obtención menor que la MO y la PL y no fue 

posible determinar la frecuencia, ya que el método no permite realizar un conteo celular 

confiable. 

 

Se observó la presencia de subpoblaciones celulares morfológicamente distintas 

dentro de la población total de CTMs provenientes de MO, PL y VCU. 

 

La expresión de CD90 y CD105 no fue homogénea en CTMs de VCU, a 

diferencia del antígeno CD13 el cual presentó una expresión alta y homogénea en las 

tres fuentes, por lo que se puede proponer a este marcador como característico de 

CTMs de las tres fuentes estudiadas. 

 

  Las CTMs de PL y VCU presentaron una capacidad de diferenciación similar a la 

de la MO, así como también fueron capaces de formar el mismo tipo de cartílago 

durante la diferenciación condrogénica. 

 

Las CTMs provenientes de MO, PL y VCU expresaron proteínas neurales tanto 

en presencia como en ausencia de un medio inductor neural, lo que sugiere la 

existencia de una subpoblación comprometida hacia el linaje neural aún antes de ser 

inducidas hacia este linaje. 

 

Por todo lo anterior se puede considerar que PL es una fuente alternativa de 

CTMs más adecuada que VCU. 
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IX. PERSPECTIVAS 

 

En el presente estudio se obtuvieron Células Troncales Mesenquimales (CTMs) 

de Médula Ósea (MO), Placenta (PL) y Vena de Cordón Umbilical (VCU), aunque el 

porcentaje de obtención en VCU fue menor que en las otras dos fuentes, 

probablemente se deba usar una segunda disgregación enzimática o una enzima con 

mayor capacidad catalítica que la que usamos, ello con el fin de romper el mayor 

número de uniones celulares y la cantidad de matriz extracelular, para incrementar el 

número de células obtenidas.  Además sería interesante analizar las CTMs obtenidas 

tanto de VCU como de MO y PL con marcadores específicos de pericitos para confirmar 

las hipótesis que señalan que todas las CTMs son pericitos. 

 

También se encontraron subpoblaciones celulares morfológicamente distintas 

tanto en los cultivos de CTMs de MO como de PL y VCU, por lo que se podrían clonar 

células de los distintos tipos morfológicos a partir de las tres fuentes estudiadas para 

analizar sus características biológicas por separado y saber si hay alguna relación entre 

la morfología y el potencial biológico de las CTMs.  Con respecto a las células 

pequeñas hay algunos estudios en los que se ha observado que CTMs de tamaño 

pequeño presentan un alto potencial de proliferación (Colter et al, 2000; Colter et al 

2001; Smith et al, 2004; Lee et al, 2006; Marcov et al, 2007).  Tomando en cuenta estas 

referencias y de acuerdo a nuestros resultados, sería interesante realizar cinéticas de 

proliferación de las células pequeñas y de las células con morfología fibroblastoide y 

grande, y analizarlas de manera comparativa entre ellas. 

 

En el análisis de expresión de marcadores de superficie celular de las CTMs, se 

encontraron diferencias significativas en la expresión de rPDGF (marcador involucrado 

con la proliferación celular) y de CD54 (marcador altamente expresado en células 

endoteliales).  Sin embargo, no se sabe la relevancia biológica de las diferencias 

significativas observadas en la expresión de estos dos marcadores, por lo que, para 

analizar estas diferencias, podríamos cultivar CTMs de las tres fuentes en presencia de 

PDGF y analizar de manera comparativa su potencial de proliferación.  Respecto a la 

expresión diferencial de CD54, se podría analizar, también de manera comparativa, la 

capacidad de diferenciación hacia células endoteliales entre CTMs de MO, PL y VCU. 
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En este estudio se encontró la presencia de una subpoblación celular con la 

capacidad de expresar proteínas neurales en ausencia de medio inductor neural dentro 

de la población de CTMs provenientes de MO, PL y VCU, así como un incremento 

significativo en el porcentaje de células que expresan estas proteínas neurales después 

de ser estimuladas con medio de diferenciación, sin embargo, para analizar la 

capacidad funcional de las CTMs con potencial neural antes y después de estimularlas 

con medio inductor, sería interesante purificar dichas subpoblaciones con base en su 

morfología neural o mediante la expresión de antígenos relacionados con células 

neurales como el CD133 (Padovan et al, 2003), y posteriormente injertarlas en un 

modelo in vivo, como se plantea en el modelo de lesión medular en rata, en donde se 

emplean CTMs de MO para revertir el daño medular (Kim et al, 2006;  Deng et al, 

2006), comprobando de esta forma su capacidad de diferenciación hacia algún tipo de 

célula neural in vivo, esto de manera comparativa entre las CTMs de MO, PL y VCU; 

además también existen estudios que señalan que las CTMs provenientes de MO sin 

previa inducción son capaces de regenerar algunas funciones de pacientes con 

Alzheimer y la enfermedad de Parkinson, de hecho hay un estudio con ratones a los 

cuales se les daño la función cerebral para que fueran hemi-parkinsonianos, a los que 

posteriormente se les inyectaron CTMs de VCU que presentaron una mejoría 

significativa en los movimientos involuntarios que causa esta enfermedad (Weiss et al, 

2006).  
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